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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ALT alanina aminotransferase
AST aspartato aminotransferase
ANQOVA andlise de varidncia

Br bromo

C carbono

CAM conceniracao alveolar minima
CDF clorodifluoretano

Cl cloro

¢m centimetro

CTF clorotrifhuoretano

DP desvio padréio

FA fosfatase alcalina

FCM Faculdade de Ciéncias Médicas
F flior

G grupo

g grama

GGT gama-glutamiltransferase

H hidrogénio

IRL intervalo de referéncia laboratorial




I litro

LDH lactato desidrogenase

MDH malato desidrogenase

min minuto

ml mililitro

mmHg milimetro de merctirio

NAD" dinucleotideo nicotinamida adenina oxidado

NADH dinucleotideo nicotinamida adenina reduzido

O, oxigénio

p valor de significdncia estatistica

P.O, pressfo parcial de oxigénio no sangue arterial

P.CO; pressio parcial de didxido de carbono no sangue
arterial

RIL reacdo inflamatéria lobular

RIF reagio inflamatéria portal

1° temperatura

TFA acido trifluoracético

U/L unidade por litro

UNICAMP Universidade Estadual de Campinas

vC vacuolizacdio citoplasmatica
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Altas doses de paracetamol podem causar efeitos téxicos no figado. Os
anestésicos volateis também podem causar hepatotoxicidade, por efeito direto ou através

dos metabolitos que produzem.

Neste trabalho, procurou-se avaliar os efeitos da associgiio dos volateis,
halotano, iscflurano e sevoflurano, com o paracetamol, em ratos ndo submetidos a hipoxia ¢

mantidos em ventilacio espontinea.

F{}rzim ncluidos no estude 94 ratos machos aduitos, da linhagem Wistar, com
peso entre 260 e 290 g. Destes, 38 foram utilizados na determinagfio dos valores ¢
intervalos de referéncia laboratoriais, Os demais foram distribuidos em sete grupos de oito

animais cada.

Nos grupos um, dois e trés, foram administradas, respectivamente, uma CAM
(concentragio alveolar minima) de halotano, de isoflurano e de sevoflurano. Esses
anestésicos foram vaporizados em oxigénio a 100%, durante 60 minutos, por cinco dias

conseculivos,

Nos grupos quafro, cinco € seis, apds mesmo procedimento com halotano,
isofturano e sevoflurano, respectivamente, foi administrado paracetamol na dose didria de

500 mg/kg de peso, através de sonda orogéstrica, por cinco dias consecutivos.

No grupo sete, administrou-se paracetamol isoladamente, em dose difria Gnica
de 500 mg/ke.

No quinto dia de acompanhamento, os ratos foram anestesiados com tiopental
sédico endovenoso (20 mg/kg). Apds laparotomia, 3 ml de sangue foram coletados da
aorta, para dosagens das enzimas {(aspartato aminotransferase - AST, alanina
aminotransferase - ALT, fosfatase alcalina — FA e gama-glutamiltransterase ~ GGT) e para
determinaciio das concentragfes plasmaticas de paracetamol. Fragmentos de figado foram
fixados em formalina para posterior estudo histologico.

Na andlise clinica dos resultados, observou-se a ocorréncia de alteragSes

enziméticas isoladas em todos os grupos estudados, quande os intervalos de referéncia

Kesume it



laboratoriais foram utilizados como pardmetros. Estatisticamente, a associacio halotano e
paracetamol aumentou a AST e a ALT, mas ndo alterou a FA. Houve aumento da GGT,
devido a0 efeito isolado do halotano. Nfo houve aumento da necrose nem da reagfio
inflamatéria portal. O aumento da vacuolizagiio citoplasmatica foi devido ao efeito isolado
do halotano. Houve aumento da congestfo, da reagfio inflamatéria lobular e da

concentragio plasmdtica de paracetamol.

A associagdo isoflurano e paracetamol aumentou a ALT, mas nfio alterou a FA.
Houve aumento da AST e da GGT, devido ao efeito isolado do isoflurano. Nio houve
aumento da necrose nem das reacBes inflamatorias lobular ¢ portal. Houve aumento da
vacuplizagiio citoplasmética, devido ao efeito isolade do isofturano. Houve aumento da

congestdo e da concentragfio plasmatica de paracetamol.

A associacio sevoflurano e paracetamol nfio alterou as enzimas estudadas, N&o
houve aumento da necrose nem das reagbes inflamatérias lobular e portal. Houve aumento
da vacuolizagio citoplasmética, devido ao efeito isolado do sevoflurano. Houve aumento da

congestdo, mas nfio da concentracio plasmatica de paracetamol.
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O figado desempenha importante papel na biotransformacglio de drogas,
podendo resultar em desintoxicagfio, conversao de precursores biologicamente inativos a
compostos ativos on formacio de produtos tHXicos a partir de substratos inativos. O
resultado final depende do composto em questdio, do estado metabolico do figado e da
suscetibilidade individual (MALTZ, 1990).

De todos os anestésicos volateis em uso atualmente, 0 halotano £ 0 que causa
maior preocupagio no que diz respeito a hepatotoxicidade. Apesar de ter sido amplamente
utilizado por, aproximadamente, 30 anos, a major razio para o declinio da popularidade do
halotano ¢ 2 sua associaglio com hepatotoxicidade (WOOD, 1990). Segundo KENNA &
JONES (1895), esta deve ser a razfio provivel pela qual muitos anestesiologistas escolhem
o isoflurano ou o sevoflurano como anestésicos inalatorios em adulios. Em pesquisa
realizada no Reino Unide, nos primeiros seis meses de 1994, o halotano foi utilizado em

menos de 20% dos procedimentos envolvendo o uso de anestésicos volateis.

| Durante a década de 1978-1987, o Comité Dinamarqués de Reagbes Adversas a
Drogas receben 1.100 relatos de lesdo hepatica produzida provavelmente por drogas.
Destes casos, 286 foram relacionados aos anestésicos voldteis, sendo que 280 (25,5%)
foram atribuidos ac halotano. O paracetamol foi responsabilizado por 18 casos (1,6%). Dos
1,100 relatos, 52 foram fatais e, entre estes, 14 (27%) tiveram o halotano como responsavel
e 3 (5,7%), o paracetamol (FRIIS & ANDREASEN, 1992).

Existe controvérsia sobre a causa da lesdo hepatocelular e vérios modelos
animais tém sido desenvolvidos na tentativa de definir o mecanismo pelo qual o halotano
"possa ser hepatotdxico. Todos dizem respeito & estimulagio da via redutiva do
metabolismo, associando este agente a drogas indutoras enzimaticas ou hipoxia {McLAIN,
SIPES, BROWN JR, 1979; BROWN IR, 1988). OQutros estudos relatam que 2 toxicidade
o & atribuida somente ao composto, mas também aos metabdlitos toxicos produzidos pela
biotransformagio do mesmo. Eles formam conjugados de hapteno-proteina (antigenos),
tevando & necrose hepética mediada imunologicamente (WOO0D, 1990).

Ainda existem duvidas, em Anestesiologia, se os mais recentes  anestésicos

nalatorios possuem caracteristicas indesejiveis, semelhanies as do halotano, com relagfo

ac figado.

[Ru]
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O isofluranc ¢ um anestésico volitil bastante utilizado na pritica clinica,
Poucos relatos de hepatotoxicidade sfio descritos apds a sua administracdo, podendo-se
considerar o potencial hepatotéxico do mesmo como pequeno ou inexistente {BROWN IR,
1988).

Segundo STRUM ef al. (1987), 0 sevoflurano, um dos mais recentes agentes
anestésicos volateis utilizados na prética clinica, também pode causar hepatotoxicidade na

vigéneia de hipoxia.

Virios trabathos tém sido desenvolvidos com o intuito de estudar a influéncia
dos anestésicos volateis no fluxo sanguineo hepatico (HUGHES, CAMPBELL, FITCH,
1980; GELMAN, FOWLER, SMITH, 1984z FRINK, GHANTOUS, MALAN, 1992z
FRINK ef of, 1992b; CRAWFORD et al., 19924, b). STEFFEY (1996) concluiu que todos
os agentes anestésicos volateis podem causar lesfio hepatocelular, devido & redugdo do
fluxo sanguineo hepitico e conseqliente diminuicio do transporte de oxigénio (O2) para o
figado. AlteragBes do fluxo sanguineo hepético ¢ da oxigenagio podem causar lesfio

hepatocelular e alteragbes na fimgdio & no “clearance” hepaticos de drogas.

O paracetamol é um analgésico € antipirético bastante utilizado na préatica
clinica. Devido a sua relativa seguranga ¢ auséncia de efeitos colaterais, quando utilizado
em doses terapéuticas, tem se tornado substituto da aspirina (GOLFRANK et al., 1990).

A seguranca do paracetamol tem sido dernonstrada em pacientes com alergia 8
aspirina (SETTIPANE, 1981), discrasias sanguineas (MIELKE, 1981) e distrbios
gastrintestinais (JICK, 1981). Apesar de seguro, doses majores que 7,5 gramas, ou 140
mg/kg em individuos adultos, podem ser hepatotoxicas (GOLDFRANK et al, 1950). Para
WHITCOMB & BLACK (1994), doses a partir de 15 gramas em humanos podem resultar

em hepatotoxicidade.

A toxicidade do paracetamol é previsivel, dose-dependente ¢ relaciona-se com
o proprio metabolismo desta substancia. Um dos responsaveis pela ocorréncia de lesdo
hepética causada por esta droga € 0 citocromo P-450, o qual induz a sintese de metabdlitos

thxicos que podem causar hepatotoxicidade. Portanto, drogas indutoras enzimdticas, tais
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como fenobarbital e etanol, podem aumentar a hepatotoxicidade dessa substéncia (MALTZ,
19903,

O paracetamol € uma hepatotoxina intrinseca e seu mecanismo de agfio pode
envolver ataque direto ao hepatocito ou actmulo de metabélitos toxicos. O halotano ¢ uma
hepatotoxina idiossincrésica, com toxicidade imprevisivel ¢ nfio relacionada 4 dose,
podendo ocorrer tanto uma reagdo de hipersensibilidade generalizada, como uma
hepatotoxicidade isolada, dependendo do hospedeiro (MALTZ, 1990).

GOLDFRANK ef of. (1990) e MALTZ (1990) alertam para o uso abusivo de
paracetamol em individuos que estdo utilizando concomitantemente drogas hepatotdxicas,

citande o halotano como uma delas.

Varios estudos tém demonstrado que o balotano pode influenciar a
biodisponibilidade de drogas em animais ¢ humanos, mas este meCanismo permanece
obscuro (BROWN JR, 1971, 1972; WOOD & WOOD, 1984; REILLY et al., 1985)

A presente investigacfio espera contribuir para o esclarecimento dos efeitos
hepéticos de repetidas exposicSes de ratos, mantidos em ventilaco espontinea com (O, a
100%, ao0s agentes anestésicos voldteis (halotano, isoflurano ¢ sevofluranc) associados a
altas doses de paracetamol, droga amplamente utilizada no tratamento de dores agudas e

crémicas.

Intradugdo 4






2.1. OBIETIVO GERAL

Avaliar os efeitos hepaticos produzidos por exposigdes repetidas de ratos, ndo
submetidos & hipoxia e mantidos em respiragio espontanea enriquecida com 02 a 100%,
aos anestésicos voldteis (halotano, isoflurano, sevoflurano) em associaclo com

paracetamol.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar os efeitos bioguimicos.
- Avaliar os efeitos histologicos.

_ Avaliar os efeitos sobre a concentragfio plasmatica de paracetamol.

Objetivas )
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Os anestésicos inalatérios volateis hidrocarbonetos halogenados sio compostos
que surgiram em meados do séeulo XIX. Desde o inicio da utilizacio do cloroférmio como
agente anestésico, em 1847, os hidrocarbonetos halogenados tém desempenhado um papel
importante na pratica clinica. Vérios hidrocarbonetos clorados foram pesquisados. Em 1894,
{Carison utilizou clinicamente o cloreto de etila. Em 1926, um derivado bromado do etanol,
o tribromoetanol, foi introduzido por Duisberg. Pouco tempo depois, Molitor investigou a
farmacologia do tricloroetanol. Devido &s caracteristicas toxicas destas substdneigs, a

maioria dos médicos descartou o uso das mesmas.

Na busca por compostos mais estédveis, Moissan em 1886, isolou o flior, 0 mais
ativo dos halogénios. A adigio de um dtomo de fliior a um composto produz uma substincia
quimica facilmente hidrolisdvel, porém, os difluorados sdo bastante estdveis, enquanto que
os trifluorados sdo extraordinariamente estdveis, pois a fluoragho confere estabilidade ao
composto. Estudos pioneiros com os hidrocarbonetos fluorados comegaram entre 1940 ¢
1950, com Robbins. Investigages subseqiientes focalizaram agentes especificos, tais como
as feitas por Krantz e Sadove sobre o fluoroxenc, em 1933, e por Raventos e Suckling,
sobre o halotano, em 1956 (COLLINS, 1978).

Posteriormente, véarios compostos hidrocarbonetos foram introduzidos na
pratica clinica, buscando-se estabelecer o equilibrio entre poténcia anestésica, auséneia de

inflamabilidade, seguranca e menores efeitos colaterais.

Faz-se, a seguir, wma descrigdo pormenorizads dos anestésicos voldteis
halogenados e do paracetamol, dando Cnfase aos aspectos relacionados a0 o presente

estudo.

3.1. HALOTANO

O halotano {2-bromo 2-cloro 1,1,1 trifluoretano — CF3-CHCIBr) foi sintetizado
por Suckling, na Inglaterra, em 1951, ¢ utilizado pela primeira vez na pratica clinica em
1956 (COLLINS, 1978). Foi rapidamente aceito pelos anestesiologistas pelo fato de nfio ser

Bevisdo da lleratury R



inflamdvel, possuir baixa solubilidade, promover rdpida inducBo, relaxamento muscular
satisfatério e apresentar baixa incidéncia de nduseas e vomitos (STEVENS & KINGSTON,
1996). A formula estrutural do halotano estd representada na Figura L

Y
F *-(i‘,—- CI- Br
F Ci
HALOTANO

Figura I: Férmuia estrutural do halotano.

A partir do infcio da utilizagio desta substincia na pratica anestesiologica,
surgiram, na literatura, varios relatos clinicos de ictericia e necrose hepatica no pos-
operatério, resultando, em 1966, no “Estudo Nacional do Halotano”, patrocinado pela
Academia Nacional de Ciéncias ¢ pelo Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos
da América. Este projeto teve o objetivo de verificar a incidéncia de tais complicagdes,
comparando o halotano a outros agentes inalatorios (GALL, 1968).

Alguns fatores tém sido relacionados ao aumento do risco de hepatotoxicidade
em humanos apds anestesia com halotano. S#o eles: exposigBes nviltiplas (WRIGHT ef al.,
1975; TROWELL, PETO, SMITH, 1975; ALLEN & DOWNING, 1977 NEUBERGER &
WILLIAMS, 1984); obesidade (WALTON ez al., 1976; SARAIVA et al., 1977, BENTLEY
et al., 1982); idade (LEWIS & BLAIR, 1982); sexo (BENJAMIN ¢f al., 1985); fatores
genéticos (SCHEMEL, 1976, ZARIC et al, 1986); hipoxia; doengas hepdticas pré-
existentes: inducio enzimdtica e reducdo da perfusio hepatica (WOOD, 1990).

Conceitos atuais, propostos por FRINK JR (1993), a respeito da
hepatotoxicidade do halotano evidenciam: biotransformagao, formando um ou vérios

metabélitos que tém, no minimo, moderado grau de reacio com proteinas; lipaces
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covalentes deste(s) metabélito(s) com proteinas hepaticas, formando um hapteno; produgio
de uma resposta imune a este hapteno, em certos individuos suscetivels, levando a necrose

hepatocelular.

GELMAN (1996) propde trés teorias para explicar a hepatotoxicidade induzida
peio halotano:

1 Teoria Metabolica: em animais, como ratos, e em alguns pacientes que desenvolvem lesfio
hepdtica, existe uma habilidade em bictransformar o anestésico pela via redutiva,
produzindo intermediarios toxicos reativos. Todos os anestésicos voldteis t€m um grau
de metsholizacio, e o citocromo P-450 tem papel fundamental nesta biotransformacio.
Exposicio a vérias drogas induz o sistema microssomal hepético, aumentando a
quantidade de enzimas, com subseqiiente aumento da razdo de transformaclio do

substrato em produto.

3 Teoria da Privacio de Oy a hipoxia pode ter papel importante, ou até principal, em
algumas formas de lesBes hepaticas causadas pelo halotano. Vérias ohservacles feitas
em animais, explicadas pela Teoria Metabdlica, podem ser atribuidas a privagio de O;
hepatica, sem envolvimento direto da biotransformagiio redutiva do halotano. Segundo
NAGANO et al. (1990), aparentemente o halotano diminui a demanda de O, hepatico,
¢ que Sugere um mecanismo protetor que pode reduzir a lesdo produzida pela hipoxia.
No entanto, evidéncias sugerem que o halotano diminui o suprimento de O, hepético
em um grau maior que a demanda ¢, pot esta raziio, ndo oferece nenhuma protegiio ao

figade contra a hipoxia.

3. Teoria Imunolégica: o envolvimento de hipersensibilidade idiossincrasia na hepatite por
halotano tem sido postulado com base em importantes observagdes, que incluem
assnciacio com multiplas exposigdes; febre apds primeira exposiGio. seguida de
ictericia na exposigiio seguinte; associagho de febre com eosinofilia, histéria freqiiente
de alergia a outras drogas ¢ demonstragéo de anticorpos circulantes. Esta teoria assume
que um dos mecanismos de lesdio hepatica envolve os metabolitos intermediarios

produzidos pela via oxidativa de metabolismo do halotano, que podem lgar-se
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covalentemente ao tecido hepético (protefnas ou lipoproteinas), como haptenos,
formando complexos que podem produzir resposta imunologica em individuos

suscetiveis (BROWN & GANDOLF]I, 1987).

REHDER & ol (1967) demonsttaram que o halotanc sofre grande
metaholizagio em humanos ¢ aproximadamente 20 % do que ¢ absorvido, ¢

biotransformado. A Figura X1 ilustra a biotransformagio do halotano.

Figura 11: Biotransformag#io do halotano. A via oxidativa e a via redutiva estiio representadas pelos
nimeros 1 e 2, respectivamente. O acido trifluoracdtico (TFA) £ produzido pela biotrpr;sformag:?i@
oxidativa, enquanto que fons fltor (F) resultam da biotransformacio pela via redutiva. lons brometo
(Br) siio produzidos por ambas as vias. Clorodifluoretano (CDF) e clorotrifluoretano (CTF) sfo

metabdlitos volitels.
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Tanto a via oxidativa como a redutiva podem metabolizar a droga, havendo uma
clara diferenca no metabolismo do halotano em condigdes acrobicas ¢ em condigles
anaerabicas, O metabolismo oxidative é favorecido quando os animais S0 €xposios ao
halotano em concentragdes normais de On, sendo esta a via de metabolismo predominante
em humanos durante anestesias. A concentragBo de Oz € um fator critico, pois lesdes
hepdticas ocorrem em animais expostos ao halotano na vigéneia de baixas concentragdes de
0,. Em situagbes de hipoxia, hé diminui¢éio do metabolismo pela via oxidativa e significante
aumento do metabolismo pela via redutiva, resultando em compostos intermediarios toxicos
que podem iniciar a lesio hepdtica produzida pelo halotano (COHEN, 1971; WIDGER,
GANDOLFI, VAN DYKE, 1976; MCLAIN, ef al., 1979; JEE et al., 1980; LIND et al.,
1985). O 4cido trifluoracético € produto da biotransformagiio do halotano pela via oxidativa,
enguanto que fons fluor resultam da biotransformago pela via redutiva. O fon brometo ¢
produzido por ambas as vias, ja o clorodifluoretileno e cloratrifluoretano sfio metabélitos

voléteis (BENTLEY, 1992).

SHINGU, EGER II, JOHNSON (1982a) demonstraram que 2 hipoxia, por si 86,
mesmo na auséneia de um agente anestésico, pode causar lesio hepdtica. Estes autores
concluiram que a hipoxia tecidual hepética € a principal causa de lesio, quando comparada
com o metabolismo da droga.

HUGHES, ef al (1980} estudaram o fluxo sangufneo hepdtico em cdes
anestesiados com halotano e mantidos em ventilaglio controlada mecAnica. Houve redugio
dos fluxos sanguineos hepaticos arterial e venoso portal, o que, segundo STEFFEY (1996},
pode causar importantes alteragGes na fungfio hepética.

FEE et ol (1979), apds repetidas anestesias com halotano em humanos,
realizaram um estudo retrospectivo das enzimas hepaticas, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase slcalina (FA) e gama-glutamiltzansferase
{GGT). Foi observado um aumento da atividade de ALT e GGT, sem aparecimento de
ictericia clinica. ALLEN & DOWNING (1977) estudaram mulheres negras que receberam
radioterapia para carcinoma uterino, ¢ foram submetidas a uma, duas ou trés anestesias com

halotano, nio encontrando alteragdes sigrificativas dos valores de AST. FA ¢ GGT.
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Segundo BENJAMIN et al. (1985), 0 halotario pode produzir uma variedade de
modelos de lesBes hepaticas, tais como necrose multifocal, (semelhante a uma hepatite
viral), necrose zonal confluente submacica ou até necrose macica. A progressio da
severidade da lesdo estd mais relacionada a exposigBes miltiplas ao halotano, do que a

amplitude dos procedimentos cirGrgicos associados.

3.2. ISOFLURANO

O isoflurano (1-cloro-2,2,2-trifluoretil diffaormetil &ter — CHF20CHCICF3) foi
sintetizado por Ross Terrell em 1963, sendo aprovado para uso chnico em 1980
(STOELTING, BLITT, COHEN, 1987). E um agente anestésico que possul baixa
solubilidade ¢ promove induglo e recuperacio rapidas. A estabilidade quimica do isoflurano
§ tdo grande que, apds anestesia clinica, 95% da quantidade administrada é exalada
{FISEROVA-BERGEROVA, 1984), A formula estrutural deste composto esta flustrada na
Figura H1.

F F

| P
F“?“O"?m?-ﬂf:

H H F

ISOFLURANC

Figura [} Férmula estrutural do isofturanc.

O isofturanc possui um grau de biotransformagho de apenas 0,2 %, muito menor
que o do halotano, o que pode impedir ou reduzir a produgfio de haptenos o suficiente para

prevenir a resposta imune (FRINK, 1995). As pequenas quantidades de fluor ¢ de écido
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triffluoracético, geradas na degradagfio do isoflurano, sio excretadas pela urina e

insuficientes para causar lesio celular. A Figura IV ilustra a biotransformaciio do isoflurano.

R
F—c|;~c-oi-f 4 F
EH F o Cowom F oM F E O g HO 4 F
Lo p“itz-ﬁmiui/m‘
F«?m?mam?—f&m{;ﬁ% szi:—?muw—c{;-Hw————*- Fw?wc-—om?mﬂ
Moo H ] F O F F F ~ f g
F o G G N
ISOFLURANO ii:

Figara IV: Biotransformagio do isoflurano, com formagdo de acido trifluoracético (TFA) ¢ fluer (F).

O isofturano tem sido amplamente utilizado, sendo raros os casos de
hepatotoxicidade apés a administragdo do mesmo (STOELTING e al, 1987,
ZIMMERMAN, 1991).

EGER 11 ef 4l. (1987b) estudaram a toxicidade do isoflurano em ratos hipoxicos
e observaram a ocorréncia de lesdo hepatica leve em trés dos quinze animais estudados.
BGER 1I, JOHNSON, FERRELL (1987a) nfio encontraram lesio em figado de ratos
anestesiados com isoflurano, durante duas horas por dia, trés vezes por semana, por duas

S¢Inanas.

GELMAN et al. (1984a), comparando o isoflurano ao halotano, em céaes,
concluftam que o primeiro ¢ ¢ agente anestésico que mais mantém o suprimento de oxigénio
aos fecidos e 0 que menpos causa lesdo hepatica, mesmo guando administrado por um longe

perfodo.

GELMAN, FOWLER, SMITH (1984b); GELMAN et al. (1984c) e HURSH,
GELMAN. BRADLEY (1987) observaram que o halotano diminui o fluxo sanguineo e o
suprimento de oxigénio hepético em maior extensdo que o isoflurano, quando estas duas
substéncias sdo utilizadas em doses equipotentes. FRINK of al. (1992a) observou que o
isoflurano diminui o fluxo sanguineo portal, mas mantém o fluxo arterial hepético.
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Comparando-se o3 efeitos, em humanos da anestesia com halotano e com
isoflurano, através de andlise com microscopia eletrdnica das células hepéticas, foi
constatado que o halotano pode produzir alteragbes ultraestruturais que diferem quantitativa
e gualitativamente das observadas com o isofluranc {(GOLDFARB et al., 1989).

Na classificagdo das drogas potencialmente hepatot6xicas, BORGES (1998) cita

o halotano e o isoflurano como responsdveis por reagdes de patureza t0xico-alérgicas.

3.3. SEVOFLURANO

O sevoflurano [fluorometil 2,2 2-trifluoro-1-ftrifluorometit] etit eter -
CH2FOCH{CF3)2}, ¢ um potente e um dos mais recentes anestésicos voldteis introduzido
na pratica clinica, que promove répidas indugfio e recuperacio anestésicas devido a sua

baixa solubilidade. A formula estrutural deste composto esté iustrada na Figura V.

F
i
FC
| H H
F ! l
C—0—C—F
F !
| H
F—C
!
F
SEVOFLURANO

Figura V: Formula estrutural do sevofiurano.
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O sevoflurano parece ter um baixo potencial para hepatotoxicidade. A
biotransformagiio deste agente anestésico ¢ de 3 a 5% e tem como metabolito o
hexafluoroisopropanol que, baseado na reatividade quimica, tem baixa capacidade de ligacio
proteica, guando comparado ao o dcido tifluoracético. Este metabdlito  sofre
biotransformago através da glicwronidagio, formando o hexafluoroisopropanol-
glicuronideo, que é rapidamente excretado na urina (GREEN et al,, 1994; KHARASCH,

1995). A biotransformagio do sevoflurano estd demonstrada na Figura VI

I B & i
P450
CH,F -~ o-—-?uc& vovemnp  CHAF —?-—CFS —— GO, v F+ HO—? ~CF, (HFiP)
H H H
SEVOFLURANO HFIP - GLICURONIDEQ

Figura VI: Biotransformagiio do sevollurano.

STRUM ef ol. (1987) estudaram a toxicidade do sevoflurano em ratos ¢
conclufram que, como outros anestésicos volateis, ele pode produzir lesfio hepatica na

vigéneia de hipoxia.

Recentes estudos em humanos voluntarios mostraram nio haver alteragbes dos

niveis séricos de aminotransferases ap6s anestesia com sevoflurano (HOLIDAY & SMITH,

1991; FRINK ef al., 1992a).

Este anestésico tem sido bastante estudado no que diz respeito 2 sua influéncia
na perfusio hepatica. CRAWFORD et al. { 19924, b) estudaram o fluxo sangiiineo hepatico
em ratos anestesiados com sevoflurano em ventilaglio espontéinea, encontrando preservagio

do fluxo sanguines hepatico total. Este mesmo efeito foi estudado por FRINK er af
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{1992b), que compararam este agente a outros anestésicos. Os resultados desta investigagio
mostraram que o sevoflurano € o isoflurano preservam o fluxo sangufneo arterial hepatico
em grau significativamente maior gue o halotano. Todos os anestésicos volateis estudados
reduziram o fluxo sanguineo portal, sendo que o halotano produzin efeitos mais
pronunciados. O sevoflurano manteve o fluxo sanguineo e a oferta de oxigénio em

concentracdes menores que duas concentragdes alveclares minimas (CAM).

BERNARD et of. {1992) compararam os efeitos do sevoflurano ¢ do isoflurano
na eirculagdo hepdtica de cies. Cada animal foi estudado durante anestesia com 1,2 CAM ¢
2 CAM de cada agente anestésico. A conclusfo deste estudo € que ambos os anestésicos

levaram a uma similar vasodilatag8o sistémica e hepética.

3.4. PARACETAMOL

Os derivados do para-aminofencl foram introduzidos na pritica clinica como
agentes antipidticos, no final do séeulo XIX {1886). A acetanilida foi denominada
“antifebring”, devido & sua acfio antipirética, sendo posteriormente descartada por ser
excessivamente toxica. Os primeiros relatos de envenenamento com tal droga inspiraram a
pesquisa de compostos menos toxicos. Varios derivados quimicos do para-aminofenol foram
testados. Um dos mais satisfatérios foi a acetofenaceting, ntroduzida na pratica clinica em
1887, Foi amplamente utilizada em misturas analgésicas, até ser implicada como nefrotoxica
(FLOWER, MONCADA, VANE, 1985).

O paracetamol, ou acetaminofenc {(N-acetil-p-aminofenol), foi sintetizado em
1877 e utilizado pela primeira vez por von Mehring, em 1893. Entretanto, tornou-se popular
somente apés 1949, quando foi reconhecido como principal metabolito ativo de seus
precursores, a acetanilida e a fenacetina (AMEER & GREENBLATT, 1977) . Na Figura
V]I estio Bustradas as formulas estrutursis da acetanilida, fenacetina e paracetamol.
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NHCOCH, NHCOCH, NHCOCH,

OC,H,
ACETANILIDA PARACETAMOL FENACETINA

Figara VII: Formulas estruturais do paracetamol ¢ seus precursores, acetanilida ¢ fenaceting.

Analgesia ¢ antipirese sfio as maijores agdes terapéuticas do paracetamol,
similares s da aspirina. O efeito antipirético deste composto parece ser resultado de uma
acdo direta sobre os centros hipotalimicos de regulagdo da temperatura (DENSON &
KATZ, 1994).

A poténeia antiinflamatéria do paracetamol € fraca (BLACK, 1980). Ele ¢
classificado como um agente antiinflamatério nfo-esterbide (INSEL, 1996) e seu mecanismo

de agdo parece estar relacionado 4 inibig#o central da sintese de prostaglandinas (AMEER &
GREENBLATT, 1977).

O paracctamol é rapidamente absorvide pelo trato gastrintestinal, alcancando
pico de concentragfio plasmatica entre 30 ¢ 60 minutos apds ingestfio de doses terapéuticas
(MITCHELL, THORGEIRSON, POHER, 1974). Em ratos, doses de aproximadamente 110
a 305 mg/kg, por via oral, sfo consideradas farmacologicas (BENNETT, 1996).

Apés ingestiio, pequena parte do paracetamol é excretada pela urina, enquanto
que a maior parte é removida da circulagio pelo metabolismo hepatico, apés conjugagao
com o 4cido ghicurbnico (em torno de 60 % da dose administrada) ¢ com o sulfato
{aproximadamente 35 % da dose administrada). O restante da droga ¢ convertido pelo
cistema de oxidases de funciio mista (citocromo P-450) em um metabdlito potencialmente
téxico, o N-acetil-imidoquinona (N-acetil-p-benzoquinoneimine). A cclula protege-se deste
metabslito inativando-o, pela conjugacio com a ghutationa hepdtica (Figura VIII). Este

conjugado €, entfio, excretado pela bile ¢ reabsorvido como conjugado acetaminofeno-
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cisteina, apds hidrolise dos residuos glutamil e glicil no intestino. No rim, ocorre a N-
acetilagBo parcial deste comjugado, formando o 4cido mercaptirico ou o conjugado N-
acetilcisteina, sendo ambos excretados na urina (TOLEDO & BORGES, 1992; BENET,
KROETZ, SHEINER, 1996).

Qualquer circunstincia que aumente a proporgio de paracetamol em relagéo
4 glutationa pode levar & hepatotoxicidade. Assim, aumentando-se a quantidade de
paracetamol ou diminuindo-se a de glutationa disponivel, eleva-se a predisposigic 4 lesfio
hepética. Em individuos que wtilizam altas doses da droga em tentativas de suicidio, 0s
estoques de glutationa sfio rapidamente depletados (RUMACK, 1986), aumentando a

quantidade de metabolitos ativos disponivels para causar necrose hepatica (JOHNSON &

TOLMAN, 1977).
NH CO CH, NH CO CH,
PARACETAMOL S S O
AC. GLICUR. '
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Figura VIII: Metabolismo do paracetamol.
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Altas doses de paracetamol saturam os sistemas de conjugagfio {ghcuronidaclio ¢
sulfatacio), fazendo com que ccorra aumento do metabolismo da droga pelo sistema de
oxidases de funcfio mista. Hé deplecfio dos estoques de glutationa e os metabdlitos toxicos
intermedidrios ficam livres para se ligarem covalente e ireversivelmente com
macromoléculas (protefnas das membranas dos hepatécitos), causando a destruiglio das
mesmas. Este parece ser o primeiro passo para o desenvolvimento” de lesdo hepatica
(JOLLOW et al., 1973). Em humanos, a hepatotoxicidade ¢ esperada quando s&o utilizadas
doses superiores a 10 a 15 g/dia (PAYNE, THOMAS, RAJ, 1994). Drogas que causam
inducfio enzimatica aumentam o metabolismo do paracetamol por esta via (BARKER &
CARLE, 1977).

A correlagio entre elevagiio das aminotransferases e indice de lesdo hepatica
ap6s doses toxicas de paracetamol (4 g/kg, via oral) foi estudada por DIXON ef al. (1973).
Os resultados desta investigagio sugerem que o nivel das enzimas, principalmente o da
ALT, reflete a severidade da lesfo hepatica. KRAAN ef al. {1990) verificaram que a
administracic de 200 mg/kg de paracetamol, duas vezes ao dia, por nove semanas, nfio
causa aumento da atividade da ALT, concluindo que, nesta dose, a administracio crinica da

droga nfio causa lesdo hepatica.

JOLLOW ef gl (1974) demonstraram que o rato € uma espécie registente ao
paracetamol, enquanto que hamsters e camundongos sio mais suscetiveis a lesGes hepdticas.
Os ratos apresentaram lesfo ocasional somente apds doses de 1.200 mg/kg de peso
(MITCHELL ef al, 1973). Em estudo realizado por TRUMPER, GIRARDI, ELIAS
{1992), uma dose tGnica de 500 mg/kg, via intraperitoneal, nfic causou lesfio hepética.
PRESCOTT et al. (1971} ¢ POTTER et al. (1973) conchiram que altas doses de

paracetamol causam necrose hepatica dose-dependente em ratos.

DIXON, NIMMO, PRESCOTT (1971) estudaram o efeito hepatico de doses
t6xicas de paracetamol. Ratos mortos alguns dias ap6s administrag@io de 2,5 a 3,5 g/kg
apresentaram necrose hepatica e cirrose, enquanto que 08 mortos aps administracfio didria
de 0,5 a 1,1 g/ksg, durante 100 dias, apresentaram congestio hepética, degeneraglio

gordurosa e necrose difusa.
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4.1. DESENHO DO ESTUDOC

Foram utilizados 94 ratos machos (Rattus norvegicus, variedade albina), da
linhagem Wistar, com idade variando entre 10 ¢ 12 semanas, pesando de 260 a 290 gramas,
nascidos e criados no Centre de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Os animais foram mantidos com dieta livre, conforme rotina do SETVICO, € O

estudo realizou-se sempre no mesmo hordrio.

Desta populagho, 38 ratos foram utilizados, aleatoriamente, para determinagfo
dos valores de referéncia laboratoriais e respectivos intervalos de referéncia laboratoriais
para as varidveis aspartatc aminotransferase (AST), alamna aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA) ¢ gama-glutamiliransferase (GGT) (MONTGOMERY, 1991).
Também realizou-se estudo histoldgico hepatico, para confirmaglio da integridade do

figado, Os demais ratos foram distribuidos nes sete grupos de estudo.

Os anestésicos voldteis (halotano, isofluranc e sevoflurano) foram
administrados a, aproximadamente, uma concentracio alveolar minima {CAM)} em
oxigénic no rato (MAZZE, RICE, BADEN, 1985; CRAWFORD er al., 1992a, b}, com
exposigdes diarias de 60 minutos (min), durante cinco dias consecutivos. O paracetamol foi
administrado uma vez ao dia em dose unica didria de 500 mg/kg de peso, via sonda

orogastrica, por cinco dias consecutivos.

4.2. FORMACAO DOS GRUPOS

Foram distribyidos, aleatoriamente, 56 ratos em sete grupos de oito animais

cada, como se segue:

Grupo 1 (G1) : Thalotano 1,0%

Grupe 2 (G2y @ isoflurano 1.5 %

Grupo 3 (G3) sevoflurano 2,3 %

Grupo 4 (G4) :  halotano 1,0 % e paracetamol 500 mg/kg
Grupo 5 (G5) :  isoflurano 1,53 % ¢ paracetamol 500 mg/kg
Grupo 6 (G6) :  sevoflurano 2,5 % e paracetamol 300 mg/kg
Grupo 7{(G7) : paracetamol 300 mig/kg
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4.3, DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

Apbs pesagem didria em balanga elétrica (Marte AS 500}, cada grupo de ratos
era colocado em um recipiente de vidro de 30x25x18 centimetros (cm), contendo um
orificio de 1,2 em pa parte superior de um dos lados, para a entrada dos gases, e outro, de

mesmo difimetro, na parte inferior do outro lado, para a saida dos mesmos.

Os anestésicos foram vaporizados em oxigénio a 100%, usando-se 6 litros por
minuto {Vmin), em vaporizadores calibrados para halotano (Narcovap F 505 - Narcosul),
isoflurano (HB 4.4) e sevoflurano (HB 4.3), testados previamente com analisader de gases
{Datex Engstrom).

Nos grupos 1 (halotano), 2 (isoflurano) e 3 (sevoflurano), apés 60 min de
anestesia inalatoria com ventilagio espontinea, os gases foram interrompidos e o recipiente

aberto. Os animais ficaram respirando ar ambiente até acordarem.

Durante a anestesia inalatGria, monitorizou-se a temperatuza Go recipiemte
através de um termdmetro analitico e a temperatura corporal através do sensor retal de um
teletermbmetro (Yellow Spring), colocado todos os dias em um dos ratos, aleatoriamente,
Caso ocorresse hipotermia, com temperatura retal < 35,8 °C (BIVIN, CRAWFORD,
BREWER, 1979), o recipiente seria aquecido com uma lampada, colocada

aproximadamente a 30 cm de distincia do recipiente.

Nos grupos em que foram utilizados anestésico volatil e paracetamol (grupos 4,
5 e 6), procedeu-se da mesma maneira descrita anteriormente. Quando o0s ratos
despertavam, o paracetamol era administrado a todos, aleatoriamente. A administragio foi
feita em diluicio com 2 mililitros {ml) de 4dgua, de maneira que todos 0s ratos recebesseis o
mesmo volume de soluglio através de sonda géstrica (mimero 6, com 10 cm de
comprimento), introduzida por via oral, segurando-se firmemente a pele do pescogo ¢ dorso
para manter a cabega do animal imével (WAYNFORTH, 1980).

No grupo 7, o paracetamol fol administrado diariamente na mesma dose,

conforme téenica descrita anteriormente.
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4.4. COLETA DE MATERIAL

Para a coleta de material, no quinto dia apds o final dos experimentos, os ratos
foram anestesiados com tiopental s6dico a 2,5 %, na dose de 20 mg/kg de peso, através de
punciio em veia da cauda com cinula calibre 25, e mantidos em O, a 100% sob mascara. A
anestesia venosa foi realizada 45 min apds o término das experiéneias, para que a coleta
pudesse ser feita, em todos os ratos, 15 min depois, isto ¢, exatamente 60 min apos a

realizaco dos experimentos.

Apos anestesia, fixagdo em prancha apropriada e tricotomia abdominal,
realizou-se laparotomia ampla. As visceras foram afastadas, a aorta abdominal foi
localizada e puncionada com cénula calibre 24. Foram coletados 3 ml de sangue em tubos
de ensaio (Vacutaimer - SST gel), os quais foram envoltos em papel aluminio ¢
identificados. O figado foi retirado e cortes transversais foram realizados nos lobos direito ¢
esquerdo. Em seguida, foram colocados em frascos contendo formalina a 10 %, para
fixagdo e, apds cerca de aproximadamente 36 horas, fez-se a conservacio dos mesmos em

slcool T0%, até a inclusdo em parafina ¢ confecgdo das laminas.

O sangue coletado foi centrifugado (Centrifuga FANEM — 204 Ny a 2.300
rotagBes por minuto, durante 10 min. Separou-se o soro com pipeta e, apos colocagio em
tubos de plastico protegidos da luz, estes foram encarninhados aos laboratorios em cabxas

de isopor com gelo.

A coleta de material dos 38 ratos, utilizados para a determinagfio dos valores de
referéncia laboratoriais ¢ para a analise histologica do figado, pbedecen a mesma rotina ja

descrita,

No finat das experiéncias, apos a coleta de material, os ratos, ainda sob efeito

da anestesia venosa com tiopental, foram sacrificados através de secgdo cardiaca.
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4.5. PARAMETROS AVALIADOS
4.5.1. Avaliacio bioguimica do sangue

Através de equipamento automatizade (Mega - Merck) & 37°C, dosagens
séricas de AST. ALT, FA e GGT foram determinadas, utilizando calibrador, controles
normal e patolégico e reagentes fornecidos pelo fabricante (Merck).

Os métodos de dosagem obedeceram aos seguintes principios:

4.5.1.1. Aspartato aminotransferase (AST)

g-cetoghutarato + L-aspartato — AST— glutamato + oxalacetato

oxalacetato + NADH + H' MDH > malato + NAD *

A diminuigdo da concentragde de NADH € diretamente proporcional a

atividade de AST presente na amostra.

4.5.1.2. Alanina aminotransferase (ALT)

oxo-2-glutarato + L-glaning ~—m-mm-svemerm > glutamato + piruvato

piravato + NADH + H* <ot P8 > lactato + NAD"

A velocidade de oxidagio do NADH ¢ diretamente proporcional a atividade da

ALT presente na amostra.
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4.5.1.3. Fosfatase alcalina (FA)}

4-nitrofenit fosfato + HyO FA > fosfato + 4-mitrofenolato

A alteragio na absorbancia, por unidade de tempo, € proporcional a razdo da
clivagem do substrato ¢ também 4 atividade enzimatica em tampio dietanolamina com pH
9.8. i

4.5.1.4. Gama-ghitamiltransferase (GGT)

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicing -~----" ot

L-y-glutamilglicilglicina + S-amino-2-nitrobenzoato

A alteracio da absorbincia, por unidade de tempo, ¢ proporcional & razio da

guebra do substrato e da atividade enzimatica.

4.5.2. Intervalos de Referéncia Laboratoriais (IRL)

Os valores de referéncia laboratoriais (VRL) sfio dados clinicos que definem os
valores obtidos pela observagio ou medida de um tipo particular de quantidade em uma
referfneia individual. B convencional definir o IRL como o intervalo central de 95 % da
curva de distribuigio de uma determinada populag8o, isto &, 2.5 % dos valores sfo cortados
em ambas as extremidades. Portanto, og intervalos de referéncia laboratoriais s#io expressos
como a média + duas vezes o desvio padriio ( X £ 2 DP). Os valores localizados entre 08

dois extremos (limites superior e inferior) constituem o IRL (SOLBERG, 1994).

Os intervalos de referéncia laboratoriais para as enzimas estudadas, foram
criados a partir da analise enzimédtica dos 38 ratos utitizados, aleatoriamente, para obtenglo
dos VRL. Eles sdo, portanto, os par&metros utilizados para a andlise clinica dos resultados,

nio tendo expressdo estatistica.
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4.5.3. Concentraciio plasmatica de paracetamol (CPP)

A concentragfio plasmética de paracetamol foi determinada em equipamento
automatizado (TDx FLx - Abbott), através da técmca de imunofluorescéncia polarizada.
Para controle de qualidade foram analisadas, simultaneamente, amostras de soro
adicionadas de paracetamol, fornecidas pelo fabricante (Abbott), cujos resultados estavam

dentro dos limites permitidos.

4.5.4. Avaliacdio histolégica

A avaliagho histologica foi realizada pelo Departamento de Anatomia
Patologica da FCM - UNICAMP. A leitura das lminas foi feita por um Gnico patologista,

em estudo cego.

Qs fragmentos de figado foram fixados em formalina a 10%, incluidos em

parafina, seccionados e corados com hematoxilina-eosina (HE).

Para analise histolégica, observou-se a existéncia de alteragbes hepatocelulares,
do tipo necrose e vacuolizagio citoplasmatica, bem como a presenga de congestdo, reagio
inflamatoria lobular e portal. O grau de acometimento hepético foi classificado como

ausente {(0), leve (+), moderado (+ +) ou intenso {+ -+ +), para cada pardmetro estudado.

Na avaliaciio de necrose, esta foi considerada de grau leve (+) quando focos
isolados foram encontrados ¢ de grau moderado (+ +) quande os focos de necrose eram
maiores, porém localizades ao redor da veia centrolobular (VCL), isto €, zona 3 acinar.
Caso ocorresse necrose mais extensa, com acometimento de zona 3, zona 2 {intermediaria)

e/ ou zona 1 {periportal), o grau de acometimento seria considerado intenso (+++).

Menos de 40 % da drea representada no corte histoldgice contendo
vacuolizagio citoplasmatica foi classificada como de grau leve (+); entre 50 ¢ 80 % foi
considerada de grau moderado (+ +). Quando praticamente toda a area representada no
corte histoldgico apresentasse vacuolizagio, o grau de vacuolizaglo seria considerado

mtenso (+++),
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Considerou-se congestdo de grau leve (+), quando localizada em VCL e prau
moderado {+ +) quando localizada em VCL ¢ areas focais dos sinusoides hepaticos. Se a
congestdo ocorresse em VUL e nos sinusdides de toda a extensdo do corte histoldgico, ela

seria considerada de gran intenso {(+ + +).

Considerou-se reacio inflamatodria lobular de grau leve (+), quando até 3 focos
de infiltrado inflamatério foram encontrados na érea representada no corte histoldgico €, de
grau moderado, quando 4 a 6 focos foram encontrados. Caso fossem verificados mais de 7

focos, a reago inflamatdria seria considerada de grau intenso (++ +).

Para a reacdo inflamatéria portal, a classificaglio baseou-se no grau de infilirado

inflamatorio presente nos espagos porta.

4.6. DROGAS UTILIZADAS

Foram utilizadas as seguintes drogas: paracetamol {Tylenol® - Cilag
FarmacButica Lida.); tiopental sodico (Thionembutal® - Abbott Laboratorios do Brasil
Ltda.); halotano {Halotano® - Hoechst do Brasil Quimica e Farmacéutica S.A.); isoflurano
{Forane® - Abbott Laboratdrios do Brasil Lida) e sevoflurano (Sevorane® - Abbott

Laboratorios do Brasil Ltda.).

4.7, ASPECTOS ETICOS

O estudo foi conduzido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal (COBEA, 1991), baseadas nos principios éticos de

experimentagio ammal.

4.9. ANALISE ESTATISTICA
Na analise dos resultados foram empregados testes estatisticos, adotando-se o
nivel de significincia de 5 % {p = 0,05) para as tomadas de decisdes.

Para as variaveis peso e temperaturas, os resultados foram comparados

utilizando-se a Analise de Varidncia (ANOVA), para determinagio de significincia
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estatistica entre os grupos. Caso ocorressem diferancas significativas, os grupos seriam

identificados através do teste de Duncan.

Para as variaveis bioquimicas, os resultados foram comparados utilizando-se a
ANOVA. a fim de detectar a existéncia de diferenga estatistica entre os anirnais estudados.
Havendo diferenca estatistica significativa (p < 0,03), realizou-se o teste de Dunnett, para
identificar quais grupos apresentavam resultados diferentes dos valores de referéncia

Inboratoriais (MONTGOMERY, 1991)

Posteriormente, empregou-se o teste t de Student para verificar a existénecia de
diferencas estatisticas significativas entre os grupos em que houve administraciio de drogas,

da seguinte maneira:

% Qs grupos dos anestésicos volateis foram comparados entre si:
(i1 (halotano) vs G2 (isoflurano)
G1 (halotano) vs G3 {sevoiflurano)

(2 (isoflurano) vs G3 (sevoflurano)

% (s grupos nos quais houve associagio dos anestésicos volateis com o paracetamol,
foram comparados entre si:
G4 (halotano e paracetamol) vs G5 (isoflurano e paracetamol}
(34 (halotano ¢ paracetamol) vs G6 {(sevoflurano ¢ paracetamol)

G5 (isoflurano e paracetamol) vs G6 (sevoflurano e paracetamol).

% (s grupos dos anestésicos volateis foram comparados com o grupo do paracetamol:
G1 (halotano) vs G7 (paracetamol)
G2 (isoflurano) v G7 (paracetamol)

(3 (sevoflurano) vs G7 (paracetamol)
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» Cada grupo no qual foi utilizado anestésico volatil e paracetamol foi comparado aos
grupos em que as respectivas drogas foram administradas isoladamente:
(34 (halotano e paracetamol) vs G7 (paracetamol)
G4 (halotano e paracetamol) vs G1 (halotano)
G5 (isoflurano e paracetamnol) vs 7 (paracetamol)
G5 (isoflurano e paracetamol) vs G2 (isotlurano)
G6 (sevoflurano ¢ paracetamol} ve G7 (paracetamol)

G6 (sevoflirano e paracetamol) vs G3 (sevoflurano)

Para a andlise da concentraglio plasmética de paracetamol, a mesma seghiéneia
de testes estatisticos (ANOVA, Dumnett ¢ t de Student), descritos anteriormente, fol
aplicada nos grupos G4, G5, G6 e G7.

Para a andlise do estudo histolégico, os resultados obtidos foram analisados
utilizando-se o teste de Wilcoxon para amostras mdependentes (CONOVER, 1971). Foram

reatizadas as mesmas comparagdes entre o8 pares de grapos, descritas anteriormente.
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5 1.VARIAVEIS PESO E TEMPERATURAS

Os valores médios e respectivos desvios padries referentes a0 peso © as
temperaturas, dos ratos e do recipiente, enconiram-se¢ nas Tabelas 1 e 2 (Anexos),

respectivamente. N&o houve diferenca estatistica signtficativa na andlize destas varidveis.

5.3 VALORES DE REFERENCIA LABORATORIAIS

Os valores de referéncia laboratoriais individuais das varidveis AST, ALT, FA e
GGT encontram-se na Tabela 3 {Anexos). As respectivas médias £ uma ¢ duas vezes ©
desvio padriio dos valores de referdnoia Inboratorials e o8 intervalos de referéncia,

encontram-se na Tabela 4 (Anexos).

5.3. AVALIACAO BIOQUIMICA DO SANGUE

As Tabelas 5. 6,7, 8,9, 10e 11 {Anexos) mostram oS valores individuais das
varigveis AST, ALT, FA ¢ GGT, com as respectivas medias € desvios padrdes, em Gl
(halotano), G2 (isofluranc), G3 (sevofluranc), G4 (halptano € paracetamol), G35 {isofluranc
e paracetamol), G6 {sevoflurano € paracetamol} e G7 (paracetamol), respectivamente. Nas
Piguras IX, X, Xl ¢ XII, os valores individuais destas varidveis bioquimicas estdo
representados através de grificos de dispersdo. Os valores de p do teste t de Student,
ohtidos através de comparagdes entre as varidveis bioquimicas dos grupos estudados,

encontram-se na Tabela 12 ( Anexos).

%.3.1, Aspartato aminotransferase

A ANOVA mostrou om p < 0,05, indigando a existéneia de diferengas entre 05

grupos. Através do teste de Dumnett, aumentos significativos de AST foram detectados em
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G1 (halotano}, G2 (isofluranc), G4 (halotano e paracetamol), GS (isoflurano e paracetamol}

¢ (37 (paracetamol), quando comparados aos valores de referéncia laboratoriais.

Os resultados obtidos através do testc t de Student, mostraram diferencas
estatisticas significativas (p < 0,05), quando se comparou (? (isofluranc) com G3
{sevofluranc); G2 (isoflurano) com G7 (paracetamol); G4 (halotano ¢ paracetamol) com (6
{sevoflurano e paracetamol) e G4 (halotano e paracetamol} com &7 (paracetamol)

(Figura IX).

A analise clinica, feita através do intervalo de referéneia laboratorial, mostrou
que todos os grupos estudados apreseritaxam valores aumentados de AST. O grupo que

apresenton média mais alta desta enzima foi o G4 (halotano e paracetamol).

5.3.2. Alanina aminotransferase

A ANOVA mostrou um p < 0,05, indicando a existéneia de diferengas entre 08
grupos. Através do teste de Dunnett, detectaram-se aumentos significativos de ALT em G4
{halotano e paracetamol), G5 (isoflurano € paracetamol) ¢ G7 (paracetamol), quando

comparados aos valores de referdncia laboratoriais.

Os resultados obtidos pelo teste t de Student mostraram diferencas estatisticas
significativas {p < 0,05) quando se fez a comparagiio de G4 (halotano ¢ paracetamol) com
G6 (sevoflurano e paracetamol); de GS (isoflurano e paracetamol} com G6 (sevoflurane
paracetamol); de G4 {halotano e paracetamol) com G7 (paracetamol); de G4 (halotano e

paracetamol) com Gl (halotano) e de G5 (isoflurano e paracetamol) com G2 (isofluranc)
(Figura X).
A andlise clinica, feita pelo intervalo de referéneia laboratorial, mostrou que

todes os grupos estudados apresentaram valores aumentados de ALT. O grupo que

apresentou média mais glta foi o G4 (halotano g paracetamol).
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Figura IX: Representagdo grafica da dispersdo dos valores individuais de AST nos grupos 1
(halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e
paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). As linhas tracejadas
representam os limites superior e inferior do intervalo de referéncia laboratorial.

VRL = valores de referéncia laboratoriais.

* p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (testes de Dunnett e t de Student).
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Figura X: Representacao grafica da dispersao dos valores individuais de ALT nos grupos 1
(halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e
paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). As linhas tracejadas
representam os limites superior e inferior do intervalo de referéncia laboratorial.

VRL = valores de referéncia laboratoriais.

* p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (testes de Dunnett e t de Student).
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5.3.3. Fosfatase alcalina

Pela ANOVA. obteve-se um p < 0,05, indicando a existéncia de diferencas entre
os grupos. O teste de Dunnett mostrou aumento significativo de FA em G2 (isoflurano),

quando comparado aos valores de referéncia laboratoriais.

Os resultados obtidos pelo teste t de Student mostraram diferenca estatistica
significativa (p<0,05), quando foram comparados G2 (isoflurano) ¢ G3 (sevoflurano); G1
(halotano) e G7 (paracetamol) e G2 (isoflurano) e G7 (paracetamol) (Figura XI).

A andlise clinica, feita através do intervalo de referéncia laboratorial, mostrou
que, com excegdo dos grupos do sevoflurano (G3) e do paracetamol (G7), todos os outros

apresentaram valores aumentados de FA.

5.3.4. Gama-glutamiltransferase

A ANOVA apresentou um p < 0,05, indicando a existéncia de diferengas entre
os grupos. Através do teste de Dunnett, aumentos significativos de GGT foram detectados
em Gl (halotano), G2 (isoflurano), G4 (halotano e paracetamol) ¢ G5 (isoflurano ¢

paracetamol), quando comparados aos valores de referéncia laboratorial.

Os resultados obtidos através do teste t de Student, mostraram diferencas
estatisticas significativas, quando se comparou G1 (halotano) com G3 (sevoflurano); G2
(isoflurano) com G3 (sevoflurano); G1 (halotano) com G7 (paracetamol); G2 (isoflurano)
com G7 (paracetamol); G4 (halotano e paracetamol) com G6 (sevoflurano e paracetamol);
G5 (isoflurano € paracetamol) com G6 (sevoflurano e paracetamol); G4 (halotano ¢
paracetamol) com G7 (paracetamol) € G5 (isoflurano € paracetamol) com G7 (paracetamol)

(Figura XII).

A andlise clinica feita através do intervalo de referéncia laboratorial mostrou que
a4 maioria dos valores individuais de GGT em G1 (halotano), G2 (isoflurano), G4 (halotano ¢

paracetamol) e G5 (isoflurano e paracetamol), localizou-se 1o limite superior do IRL.
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Figura XI: Representagao grafica da dispersdo dos valores individuais de FA nos grupos 1
(halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e
paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). As linhas tracejadas
representam os limites superior e inferior do intervalo de referéncia laboratorial.

VRL = valores de referéncia laboratoriais.

*p < 0,05 nas comparagdes entre 0s grupos descritos (testes de Dunnett e t de Student).
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Figura XII: Representagdo grafica da dispersao dos valores individuais de GGT nos grupos

1 (halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e

paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). As linhas tracejadas

representam os limites superior e inferior do intervalo de referéncia laboratorial. Os niimeros

colocados dentro do grafico indicam a quantidade de animais que apresentou mesmo valor

de GGT.

*p < 0,05 nas comparagdes entre 0s grupos descritos (testes de Dunnett e t de Student).
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5.4, CONCENTRACAO PLASMATICA DE PARACETAMOL

A Tabela 13 (Anexos) mostra os valores individuais das concentragdes
plasmaticas de paracetamol, suas respectivas médias e desvios padrdes de G4 (halotano e
paracetamol), G5 (isoflurano e paracetamol), G6 (sevoflurano e paracetamol) e G7

(paracetamol).

Para esta variavel, a ANOVA apresentou um p < 0,05, indicando a existéncia de
diferengas entre os grupos estudados. Através do teste de Dunnet, alteragdes significativas
foram detectadas em G4 (halotano e paracetamol) e G5 (isoflurano e paracetamol), quando
comparados com G7 (paracetamol). Os resultados obtidos através do teste t de Student
mostraram diferenca estatistica significativa, quando se comparou G4 (halotano e
paracetamol) com G6 (sevoflurano e paracetamol) (p=0,002) e G5 (isoflurano e
paracetamol) com G6 (sevoflurano e paracetamol) (p=0,003) (Figura XIII). Néo houve
diferenca estatistica significativa quando se comparou G4 (halotano e paracetamol) com G5

(isoflurano e paracetamol) (p=0,897).

Resultados 39



250, Ounnett | t Student

*GdvsGT | *GdvsGE
*G5vsGT | *G5vsGE

206,56

204,99

200-

167,61

8

CPP (ug/ml)
8

/ Grupos

[T Concentracdo plasméatica de paracetamol

Figura XIII: Valores médios das concentragdes plasmaticas de paracetamol (CPP) nos
grupos 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e paracetamol), 6 (sevoflurano e
paracetamol) e 7 (paracetamol).

*p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (testes de Dunnett e t de Student).

5.5. ANALISE HISTOLOGICA

Os 38 ratos utilizados para confirmagdo da integridade do figado nao
apresentaram nenhum grau de necrose, vacuolizagdo citoplasmatica, congestdo, reagao

inflamatdria lobular e reagdo inflamatoria portal.

As Tabelas 14, 15, 16, 17 e 18 (Anexos) mostram o nimero de animais de cada
grupo que apresentou determinado grau de necrose, vacuoliza¢do citoplasmatica, congestao,
reagao inflamatoria lobular e reagdo inflamatoria portal, respectivamente. Também ¢

mostrada a freqiiéncia, em porcentagem, destes graus de acometimento em cada grupo. Os
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valores de p do teste de Wilcoxon, obtidos através de comparagdes entre variaveis

histologicas dos grupos estudados, encontram-se na Tabela 19 (Anexos).

Com relagdo a necrose, 0S resultados obtidos com o teste de Wilcoxon
mostraram diferengas estatisticas significativas (p<0,05), quando se comparou G1 (halotano)
com G2 (isoflurano); Gl (halotano) com G3 (sevoflurano) e Gl halotano) com G7
(paracetamol). Dos trés anestésicos volateis, o halotano foi 0 que apresentou maiores graus
de necrose. As outras comparagoes realizadas ndo tiveram significancia estatistica

(Figura XIV).

Quanto & vacuoliza¢do citoplasmatica, 0s resultados do teste de Wilcoxon
mostraram diferengas estatisticas significativas (p<0,05), quando se comparou G1 (halotano)
com G7 (paracetamol); G2 (isoflurano) com G7 (paracetamol); G3 (sevoflurano) com G7
(paracetamol); G4 (halotano € paracetamol) com G7 (paracetamol); G5 (isoflurano e
paracetamol) com G7 (paracetamol) e G6 (sevoflurano € paracetamol) com G7
(paracetamol) (Figura XV). Quando utilizados isoladamente ou em associagdo, OS
anestésicos volateis comportaram-s€ de maneira semelhante com relagdo a vacuoliza¢do
citoplasmatica. O tinico grupo que diferiu de todos os outros foi o G7, no qual o grau de
acometimento foi estatisticamente menor que 0 dos outros grupos. A Figura XVI mostra um

corte histologico de figado apresentando vacuolizacdo citoplasmatica (animal do grupo 4).
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Figura XIV: Freqiiéncia (%) dos graus de necrose observada nos grupos 1 (halotano), 2
(isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e paracetamol), 6
(sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). O grau de acometimento intenso ndo esta
representado por nao ter ocorrido.

* p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (teste de Wilcoxon).
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Figura XV: Freqiiéncia (%) dos graus de vacuolizagdo citoplasmatica observada nos grupos
1 (halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e
paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). O grau de acometimento
intenso ndo esta representado por ndo ter ocorrido.

* p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (teste de Wilcoxon).
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Figura XVI: Microscopia optica de fragmento hepatico de rato do grupo 4. A seta indica
vacuolizagdo citoplasmatica em hepatocitos de zona 3 acinar (HE 400 x).

VCL = veia centrolobular.

No que se refere a congestdo, os resultados obtidos com o teste de Wilcoxon
mostraram diferengas estatisticas significativas (p<0,05), quando se comparou G1 (halotano)
com G2 (isoflurano); G4 (halotano e paracetamol) com Gl (halotano);,; G4 (halotano e
paracetamol) com G7 (paracetamol); G5 (isoflurano e paracetamol) com G2 (isoflurano) e
G6 (sevoflurano e paracetamol)com G3 (sevoflurano). Entre os anestésicos volateis, o
grupo do halotano foi o que apresentou maior porcentagem de animais com congestao.
Todos os grupos em que o paracetamol foi utilizado apresentaram graus maiores € mais
variados de congestio (Figura XVII). A Figura XVIII mostra um corte histolégico de

figado apresentando congestdo (animal do grupo 4).
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Figura XVII: Freqiéncia (%) dos graus de congestdo observada nos grupos 1 (halotano), 2
(isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e paracetamol), 6
(sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). O grau de acometimento intenso ndo esta
representado por nao ter ocorrido.

* p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (teste de Wilcoxon).
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Figura XVIII: Microscopia optica de fragmento hepatico de rato do grupo 4, apresentando
congestdo sinusoidal e em VCL (HE 100 x).

VCL = veia centrolobular.

Quanto a reagdo inflamatoria lobular, os resultados do teste de Wilcoxon
mostraram diferencas estatisticas significativas (p<0,05), quando se comparou G4 (halotano
e paracetamol) com G5 (isoflurano e paracetamol); G4 (halotano e paracetamol) com G6
(sevoflurano e paracetamol); G4 (halotano e paracetamol) com Gl (halotano) e G4
(halotano e paracetamol) com G7 (paracetamol). Os grupos 1, 2 e 3 ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. O halotano (G1) apresentou diferenga significativa apenas
quando comparado ao paracetamol (G7) (Figura XIX). A Figura XX mostra um corte
histologico de figado, apresentando necrose e reagao inflamatéria lobular (animal do

grupo 4).
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Figura XIX: Frequéncia (%) dos graus de reagdo inflamatoéria lobular (RIL) observada nos
grupos 1 (halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5
(isoflurano e paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). O grau de
acometimento intenso ndo esta representado por nao ter ocorrido.

* p < 0,05 nas comparagdes entre os grupos descritos (teste de Wilcoxon).
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Figura XX: Microscopia optica de fragmento hepatico de rato do grupo 4. As setas indicam
focos de necrose em zona 3 acinar com reagdo inflamatéria no local (HE 400 x).

VCL = veia centrolobular.

Com rela¢do a reagdo inflamatéria portal, os resultados obtidos através do teste
de Wilcoxon ndo mostraram diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os grupos

estudados (Figura XXI).
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Figura XXI: Frequéncia (%) dos graus de reag@o inflamatoria portal (RIP) observada nos
grupos 1 (halotano), 2 (isoflurano), 3 (sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5
(isoflurano e paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7 (paracetamol). Os graus de
acometimento moderado e intenso ndo estdo representados por ndo terem ocorrido. Nao

houve diferengas estatisticas significativas entre os grupos estudados (teste de Wilcoxon).
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Varios compostos causam alteragbes hepdticas através da biotransformacio a
metabélitos citotéxicos reativos, que podem ligar-se a proteinas hepdticas, enzimas e dcidos
nucléicos, causando lesfio celular, necrose ¢ neoplasia. O figado é o maior sitio de
metabolismo de drogas, sendo particularmente vulnerivel & toxicidade produzida por este
mecanismo {(MITCHELL & JOLLOW, 1973).

De acordo com PRESCOTT (1983), ZIMMERMAN & ISHAK (1994) ¢
BORGES {1998), tanto o paracetamol quanto alguns hidrocarbonetos halogenados fazem
parte de uma vasta lista de substdncias capazes de causar alieragBes hepéticas.

A maioria dos modelos animais de toxicidade hepatica causada pelo halotano,
anestésico inalatério mais estudado com relagdo a hepatotoxicidade, ¢ baseada na
estimulagio da via redutiva do metabolismo desta droga. Um exemplo é o “modelo
fenoharbital-hipoxia”, em que a biotransforracio do halotano pela via redutiva esta
bastante aumentada, tanto pela indugio enzimética quanto pela hipoxia (WIDGER et al.,
1976; MCLAIN et al., 1979; JEE et ol., 1980; SHINGU, EGER 11, JOHNSON, 19823, b;
VAN DYKE, 1982; PRESCOTT, 1983; EGER I et al., 1987b; BROWN JR, 1988).

A maneira pela qual os anestésicos inalatérios causam toxicidade em animais e
no homerm tem sido extensamente investigada e vérios dos mecanismos envolvidos foram
definidos em nivel celular e molecular (KENNA & JONES, 15953

Os efeitos hepatotdxicos do paracetamol sho dependentes da dose do
medicamento ingerida; da taxa de absorgdo; da capacidade de glicuronidagio e sulfatagho;
da atividade do citocromo P-450 ¢ das reservas de glutationa. A intoxicag8o por esta droga
é a causa mais importante de hepatite t6xica aguda na Inglaterra e Escdcia, sendo também
ulilizada como tentativa de suicidio em outras partes do mundo (JAMES er al. 1975;
TOLEDO & BORGES, 1992).

Neste estudo foram utilizados ratos adultos machos da linhagem Wistar, devido
4 disponibilidade destes animais pelo Biotério Central da UNICAMP, pelo facil manuseio,
pequeno porie e pela freqiiéncia com que sfio utilizados para esse tipo de experimento, Os

animais ndo foram deixados em jejum antes do experimento, pois varios autores relatam
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que ¢ jejum aumenta a valnerabilidade e a toxicidade hepética causada por algumas drogas
{VAN DYKE, 1981; WHITCOMB & BLOCK, 1994). PESSAYRE et 4l {1979) realizaram
um trabalho comparando a hepatotoxicidade do paracetamol em rates alimentados ¢ em
jejum. Os autores conclufram gue o jejum pode diminuir a inativagiio de metabolitos
quimicamente reativos pela glutationa, aumentar a ligagfio destes com proteinas hepaticas e
awmentar a hepatotoxicidade de drogas biotransformadas em metabolitos quimicos reativos,

que sBo detoxificados pela glitationa.

Para a avaliacdo bioguimica do sangue, indispensdvel & presente pesquisa, foi
necessario determinarem-se os valores de referéncia laboratoriais, para comparagio com as
varidveis gque seriam analisadas e obtengio dos intervalos de referéneia laboratoriais, ou
faixas de valores normais, Isto foi feito para que, além da interpretagfio estatistica, fosse
possivel ter a interpretagio clinica dos resultados. Ha, na literatura, alguns valores de
referéncia laboratoriais descritos, os guais poderiam ser usados na analise comparativa. No
entanto, como existem muitos métodos de dosagem de AST, ALT, FA e GGT ¢ muitas
sécnicas de coleta de material, o que pode interferir nos resultados (DIXON er al., 1975;
FEE ef al., 1979; MCILROY et o, 1979; REICHLING & KAPLAN, 1988}, optou-se por
utilizar os valores de referéncia da amostragem significativa da populagio de ratos
pertencentes ao estudo. Uma perfeita coleta de amostras ¢ tdo importante para 2
determinaciio da atividade das enzimas no soro quanto uma medigfio exata, feita por um
aparelho de titulagfio. A execugio inapropriada da coleta pode conduzir a resultados falsos
(ADOLPH & LORENZ, 1981). A avaliagio bioguimica do sangue, realizada através de
equipamento automatizado, também pode variar, dependendo do equipamento e da
temperatura wilizados para a realizago dos exames (PISCINATO et al., 1997).

O nimero de animais utilizados para obtencio dos valores e dos intervalos de
referéneia Iaboratoriais baseou-se no mimero de animais necessirio a um grupo controle
(MONTGOMERY, 1991). Como os intervalos de referéncia laboratorials s80 €Xpressos
como a média + duas vezes o desvio padriio, abrangendo, aproximadamente, 95% de uma
populagiio (SOLBERG, 1994), foi mais apropriade aumentar o nimere de animais
analisados, uma vez que este aumento nio compromete estatisticamente a relagdo mimero

de grupos / tamanho do grupo controle .
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No presente estudo, os anestésicos voldtels, halotano, isofluranc e sevofiurano,
foram vaporizados em (1 a 100%, para se evitar o risce da hepatotoxicidade pela hipoxia.
(3¢ anestésicos foram wtilizados a, aproximadamente, uma concentragio alveolar minima no
rato, de acordo com trabalhos de WAIZER, BAEZ, ORKIN (1973), WHITE, JOBNSTON,
EGER 11, (1974), MAZZE et al. {1985) e CRAWFORD et al. (19923, b). Os animais foram
expostos a0s anestésicos 60 minutos por dia, durante cinco dias consecutivos. Exposigdes
multiplas encontram-se entre os fatores que aumentam o risco de hepatotoxicidade
(WRIGHT et o, 1975; TROWELL e ol, 1975; ALLEN & DOWNING, 1977
NEUBERGER & WILLIAMS, 1984; BROWN JR & GANDOLFI, 1987).

A ventilagio espontdnea foi utilizada porque eram necessarios cinco dias
consecutivos para a realizaghio dos experimentos, o que praticamente inviabilizaria a
manutenglo dos ratos intubados ou traqueostomizados durante este periodo. Também o
risco de complicagdes associado a intubagBes repetidas poderia alterar os resultados. Além
disso, a ventilagio mecénica é considerada mais deletéria para o fluxo sanguineo hepético
que a ventilagfio espontinea (MAZE & PRAZER, 1990), pois o aumento da pressdo
intratordcica, produzido durante a ventilagio com pressdo positiva intermitente, causa
diminuicio do fluxo sanguineo hepético ¢ aumenta a resisténeia vascular esplincnica total

(AGUIAR, 1980; BROWN JR, 1988; CONZEN et al., 1992).

Alguns autores afirmam que as alteragbes bemodindmicas, que ocorrem durante
4 anestesia inalatéria com ventilagio espontinea, podem ser atribufdas aos efeitos
farmacolbgicos diretos do anestésico, bem como 4o aumento da pressio parcial de didxido
de carbono no sangue arterial (P,COy) (HUGHES, et al., 1980; THOMSON er ol., 1983;
BROWN JR, 1988; WOOD, 1990). H4 evidéncias de que a hipercapnia aumente o fhixo
sanguineo hepatico ¢ que a hipocapnia seja um fator redutor desse fluxo, mais potenic que a
aclio mecdnica da hiperventilagio pulmonar (BROWN, 1988). Segundo STEVENS &
KINGSTONE (1996), a hipercapnia (P,CO; até 95 mmbg) nio altera a CAM dos

anestésicos inalatorios.

CRAWEORD er of., (1992b) realizaram estudo em ratos, para investigar as
respostas hemodinimicas e o fluxo sanguineo para 0s diversos 6rgfos durante anestesia

com halotano e sevoflurano, em ventilagfo esponténea, Foi observado um aumento simnilar
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da PyCO; nos dois grupos, mas o seveflurano produzin minimas altera¢des hemodindmicas

guando comparado ac halotano.

Segundo MCDONNELL (1996), a ocorréncia de hipoxemia é rara quando se
utiliza O, a 100% durante anestesia geral com ventilaglo espontfinea, para procedimentos
de curta duragio (45 a 60 minutos). Num estudo feito por CRAWFORD e ol
{1992by,utilizando halotano e sevoflurano em ventilagfio espontinea em ratos, foram
mantidos niveis elevados de presso parcial de oxigério no sangue arterial (P,0, de,
aproximadamente, 400 mmHg). O alto fluxo de O, (6 /min) utilizado na presente pesquisa
foi 0 mesmo usado por CRAWFORD ef al. (1992b), onde a P,CO; foi mantida em niveis
bastante aceitdveis (aproximadamente 50 mmHg).

A temperatura dos ratos ¢ do recipiente utilizado para a realizagho das
anestesias fol monitorizada continuamente, pois ¢ requerimento de anestésico sofre
influénecias com a variagio da temperatura. A hipotermia diminni a CAM de todos os
anestésicos (VITEZ, WHITE, EGER II, 1974, STEVENS & KINGSTON, 1996). No
presente estudo, ndo ocorreu hipotermia durante as anestesias e a variaglio das temperaturas

entre os diversos grupos estudados ndo teve significado estatistico.

Ainda nfio ests bem definida, na literatura, a dose de paracetamol capaz de
causar efeitos hepatotdxicos em ratos. Apesar de ter-se utilizado, neste estudo, uma dose de
500 mgfkg de peso, comsiderada por BENNET (1996) como malor que a dose
farmacologica preconizada (até 305 mg/kg), ela estd aquém daquela considerada toxica
para estes animais, pois, segundo JOLLOW ef al. (1974), o rato & uma espécie resistente
aos efeitos toxicos do paracetamol. Para TOLEDO & BORGES (1992), doses acima de 800
mg/kg sdo consideradas 16xicas. DIXON et al (1971) obtiveram alteragGes hepaticas com
doses acima de 2,5 wkg j& MITCHELL er ol (1973) observaram lesbes OCasionais
somente apos doses de 1.200 mg/kg, No entanto, a ingestio de altas doses de paracetamo!
aumenta a fragdo metabolizada pelo sistema microssomal hepitico (citocromo P-450),
aumentando, assim, o tisco de hepatotoxicidade {TOLEDO & BORGES, 1992).

Para a andlise bioguimica do sangue, as enzimas aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotravsferase (ALT), gama-glutamiltransferase (GGT) ¢ fosfatase
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alcalina {FA) foram dosadas, por serem consideradas indices de fungfo hepatica
(McILROY et al , 1979; MURRAY, ROWLANDS, TRINICK, 1992). As duas primeiras
sfio estudadas mais comumente, sendo que a ALT ¢ um indicador mais sensivel e especifico
que a AST para diagndstico de lesBes celulares (DIXON ez al, 1975; FEE et al, 1979,
RINGLER & DABICH, 1979; REICHLING & KAPLAN, 1988). A concentracfo sérica de
GGT pode estar aumentada em todas as formas de lesdo hepatica (REICHLING &
KAPLAN, 1988), inclusive as induzidas por drogas (BROWN JR, 1988). A FA reflete
tanto alteracio celular hepédtica, como, principalmente, alterages conseqlientes a

obstrugbes biliares (MCILROY, ef of., 1979; REICHLING & KAPLAN, 1988).

FEE et ol (1979) estudaram AST, ALT, FA e GGT apos repetidas anestesias
com halotano em humanos, tendo observado aumento da atividade de ALT e GGT. DIXON
et ol (1975) estudaram os niveis séricos de aminotransferases apds altas doses de

paracetamol (4 g/kg) e verificaram um importante aumento de AST e ALT.

Os resultados da presente pesquisa, com relagio aos efeitos produzidos nestas
enzimas pelos anestésicos volateis e pelo paracetamol, quando utilizados isoladamente ou

em associaglio, foram analisados do ponto de vista climico ¢ estatistico.

A anslise clinica dos resultados utilizou como parmetros os intervalos de
referéncia laboratoriais obtidos para cada enzima estudada. Os grupos cuja dispersde da
maioriza dos valores enzimaticos individuais localizou-se dentro do IRL, foram
considerados normais do ponto de vista clinico. Sendo assim, tanto o halotano quanto o
isoflurane, associados ou ndo ao paracetamol, aumentaram AST e elevaram GGT ao limite
superior da faixa de normalidade. Aumento discreto de ALT foi observade no grupo em
que o paracetamol foi utilizado isoladamente, enquanto que aumentos mais acentuados
dessa enzima ocorreram nos grupos das associagbes de paracetamol aos Anesiésicos

volateis, halotano e isoflurano (G4 ¢ G5). FA manteve-se dentro dos limites da

normalidade,

A anilise estatistica dos resultados relacionados aos valores enzimaticos
mostrou que o halotanc e o isoflurano, associados ou ndo ao paracetamol, nfio apreseniaram

diferengas estatisticas entre si. Quando comparado ao paracetamol (G7), o halotano (G1)
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apresentou niveis mais elevados de FA e GGT, enquanto que o isoflurano (G2) apresentou
niveis mais elevados de AST, FA e GGT. Nio houve diferenca significativa entre o

sevoflurano (G3) e o paracetamol (G7).

Na comparag@o feita com os valores de referéncia laboratoriais, para identificar
0s grupos que apresentaram valores enzimaticos elevados, observou-se que o halotano, o
isoflurano e o paracetamol (G1, G2 e G7) aumentaram AST e que as associacBes dessas
trés drogas aumentaram AST, ALT e GGT. O paracetamol (G7) também aumentou ALT.

Portanto, os resultados clinicos foram coincidentes com os resultados estatisticos.

Como o objetivo deste trabalho ¢ o estudo dos efeitos produzidos pelas
associagdes dos anestésicos volateis com o paracetamol e, nestas associagdes, ocorreram
somente aumentos de AST, ALT ¢ GGT, quando halotano e isoflurano foram associados

aquela droga (G4 e G5), estes efeitos serfo discutidos a seguir.

a- Efeitos da associagiio halotano e paracetamol sobre a AST:

Os grupos do halotano {G1) e do paracetamol (G7) ndo apresentaram diferenga
significativa nos valores de AST, quando comparados entre si. No entanto, quando
comparados aos valores de referéncia Iaboratoriais, ambos aumentaram significativamente
esta enzima. Quando se associou halotano e paracetamol (G4}, o valor de AST aumentou
significativamente em relagBo aos valores de referéncia laboratoriais, porém, observou-se
diferenca significativa desta associaglio apenas quanto ao paracetamol (G7). Estes
resultados sugerem que o aumento da AST seja devido & associagio de drogas, porém, com

efeito marcante do halotano.

b- Efeitos da associacio isoffurano ¢ paracetamol sobre a AST:

Os grupos do isoflurano (G2) e do paracetamol (G7) apresentaram diferenga
significativa nos valores de AST, quando comparados entre si. No entanto, quando

comparados aos valores de referéneia laboratoriais, ambos os grupos apresentaram aumento
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significante desta enzima. Quando se associou isoflurano e paracetamol {G5), o valor de
AST aumentou significativamente em relagio aos valores de referéncia laboratoriais, mas
ndo fol observada diferenca significativa desta associagio com isoflurano (G2) nem com
paracetamol (G7). Estes resultados sugerem ndo ter havido efeito da associaciio de drogas e
que o aumento da AST tenha ocorrido pelo efeito de somente uma delas. Como o aumento
da AST produzido pelo isoflurano foi maior que o produzido pelo paracetamol, o anestésico

volatil parece ter sido o responsavel pelo aumento dos valores desta enzima.

¢~ Efeitos da associagiio halotano e paracetamol sobre ALT:

Os grupos do halotano (G1) e do paracetamol {{37) nfio apresentaram diferenga
significativa nos valores da ALT, quando comparados enire si. No entanto, quando
comparados aos valores de referéncia laboratoriais, somente o paracetamol (G7) aumentou
esta enzima. Quando se associoy halotano ¢ paracetamol (G4), o valor de ALT aumentou
significativamente em relacfio aos valores de referéncia laboratoriais, sendo observada uma
diferenca significativa desta associacdo tanfo com halotano (G1), quanto com paracetamol
{(G7). Estes resultados sugerem que o aumento da ALT seja devido 3 associac@io de ambas

as drogas.

d- Efeitos da associagio isoflurano e paracetamol sobre a ALT:

Os grupos do isoflurano (G3) e do paracetamol (G7} nfo apresentaram
diferenca significativa nos valores da ALT, quando comparados entre si. No entanto,
guando comparados com os valores de referéncia laboratoriais, apenas o paracetamol (G7)
apresentou aumento significativo desta epzima. Quando se associou isoflurano e
paracetamol (G5), o valor de ALT aumentou significativamente em relagio aos valores de
referéncia laboratoriais, sendo observada uma diferenca significativa desia associacdo
apenas com o isoflurano ((32). Estes resultados sugerem que o aumento da ALT seja devido
& associagfio de drogas, porém, com presenca marcante dos efeitos produzidos pelo

paracetamol.
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e~ Efeitos da associaciio halotano e paracetameol sobre a GGT:

Os grupos do halotane (G1) e do paracetamol (G7) apresentaram diferenca
significativa nos valores de GGT, quando comparados entre si. No entanto, quando
comparade aos valores de referéncia laboratoriais, apenas o halotano (G1) apresentou
aumento significativo de GGT. Quando se associou halotano e paracetamol (G4), o valor
dessa enzima aumentou significativamente em relacio aos valores de referéneia
laboratoriais, sendo observada uma diferenca significativa desta associaglo apenas com o
paracetamol (G7). Estes resultados sugerem que o anestésico volatil tenha sido o

responsavel pelo aumento de GGT ocorrido na associagio halotano e paracetamol (G4).

{- Efeitos da associaciio de isoflurano e paracetamol sobre a GGT:

Os grupos do isoflurano (G2) e do paracetamol {G7), apresentaram diferenca
significativa nos valores de GGT, guando comparados entre si. No entanto, quando
comparado aos valores de referéncia laboratoriais, apenas o isoflurano (G2) apresentou
aumento significativo desta enzima. Quando se associon isofluranc e paracetamol (G5), o
valor de GGT aumentou significativamente em relacdio aos valores de referéneia
laboratoriais, sendo observada uma diferenca significativa desta associaghio apenas com o
paracetamol (G7). Estes resultados sugerem que o anestésico volatil foi o responsavel pelo

aumento de GGT ocorrido na associagio isoflurano e paracetamol (G5).

Com relacdio ao estudo histoldgico, pOde-se observar que os grupos do
halotano, isoflurano e sevoflurano apresentaram diferentes graus de necrose, vacuolizacio
citoplasmaética, congestfio e reagfio inflamatéria lobular. A reaclio inflamatoria portal foi
minima e sem significado estatistico. Comparados entre si, necrose € congestdo foram mais
acertuadas quando se utifizou halotano. Outras alieracBes ocorridas nfio tiveram

significdncia estatistica.

As alteragbes produzidas pelo paracetamol foram pequenas. Ocorreu leve grau

de necrose € de reaglio inflamatéria lobular, e a vacuolizacio citoplasmadtica foi menor que
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nos outros grupos. Pequena porcentagem de animais apresentou grau moderado de

congestdo. A reacfio inflamatoria portal foi minima e sem significado estatistico.

As varidveis necrose e reaglio inflamatoria portal nfio sofreram alteragiio quando
se associou anestésicos voldteis e paracetamol, pois nfic houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos estudados.

Nas associagdes dos trés anestésicos voldteis com o paracetamol houve
aumento da vacuolizacio citoplasmatica, em relagio ao uso isolado do paracetamol O
mesmo npdc ocorreu na comparagio com o uso isolado de halotano, isoflurano e
sevoflurano. Como este tipo de alteragho histolégica foi estatisticamente maior nos grupos
em que os anestésicos volateis foram utilizados isoladamente, em comparacao com o uso
isolado do paracetamol, supde-se que os volteis tepham sido os responsaveis pelos

aumentos da vacuolizacio citoplasmatica observados nas associages.

Na associaciio halotano e paracetamol, houve aumento significativo da
congestdio, em relagdo ao halotano e ao paracetamol isolados, porém, estes dois Gltimos
grupos foram estatisticamente semelhantes entre si. Sugere-se, portanto, que o aumento da

congestdo neste grupo, deva-se 4 associacho das drogas.

Nas associaghes isoflurano e paracetamol ¢ sevoflurano e paracetamol houve
aumento significativo da congestéio, em relagfio ao isoflurano e ao sevoflurano isolados.
Porém, o isoflurano e o sevoflurano foram estatisticamente semethantes ao paracetamol.
Supbe-se que o aumento da congestdo seja devido as associagbes de isoflurano ¢

sevoflurano com paracetamol, porém, com efeito pronunciado deste altimo.

A associagio halotano e paracetamol produziu reagfio inflamatéria lobular
significativamente maior que halotano ¢ paracetamol isolados, porém, estes néo
apresentaram diferengas significativas entre si. Portanto, ¢ provavel que este aumento da

reagiio inflamatéria lobular, deva-se & associagio de halotano e paracetamo L

Tanto os anestésicos volateis, como o paracetamnol causaram um certo grau de
necrose nos fragmentos hepdticos analisados. Os unicos grupos que apresentaram uma

porcentagem de animais com grau moderado de necrose, foram aqueles em que o halotano
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havia sido utilizado (G1 ¢ G4). As alterages ocorreram ao redor da veia centrolobular, isto
¢, na zona 3 acinar, que corresponde, anatomicamente, & regido central do 16bulo hepético.
Necrose perivenular ¢ um tipo de lesfio caracteristica de agentes que podem causar
hepatotoxicidade através de reages idiossincrasicas, como o halotano e outros anestésicos
voldteis, e de agentes com toxicidade intrinseca, como o paracetarnol. A localizacio das
lesBes em zona 3, induzidas pelo paracetamol ou pelos anestésicos voldteis, parece refletir a
concentraglo, nesta regifo, do sistema enzimdtico responsdvel pela comversio destes
agentes em metabolitos hepatotéxicos (ZIMMERMAN & ISHAK, 1994).

A vacuolizacdio citoplasmatica, é um estado degenerativo do hepatécito que
pode preceder a necrose (ZIMMERMAN & ISHAK, 1994). Embora seja um indicador de
lesdo ndo letal, € pressagio de morte celular e, em muitas situacdes, encontra-se em células
adjacentes as células necréticas (ROBBINS, 1991). No presente estudo ela foi observada
exclusivamente ao redor da veia centrolobular, com maiores graus de acometimento em

todos os grupos em que o anestésico volatil foi utilizado.

A congestio que, segundo ZIMMERMAN & ISHAK (1994), ¢ uma das
alteragdes histologicas hepaticas causadas pelo paracetamol, foi maior nos grupos em que

esta droga foi utilizada isoladamente e em associagiio com os voldteis.

A reagfio inflamatdria lobular geralmente acompanha a necrose hepatocelular
{ZIMMERMAN & ISAHAK, 1994). No presente estudo, ela foi do tipo linfomononuclear,
gstando presente em todos os grupos. O grau de acometimento mais acentuado ocorren no

grupo em que halotano e paracetamo! foram associados.

Ainda segundo estes dois autores, a reagfio inflamatéria portal é uma alteragfio
presente nas hepatites cronicas. No presente estudo, como era esperado, ela foi minima e

sem qualquer significado estatistico.

Estes autores também afirmam que as manifestacSes bioquimicas geralmente
refletem o padrio histologico da lesfio. De maneira geral, as alteracfes histologicas e
enziméticas, ocorridas na presente pesquisa, foram discretas e esparsas, ndo sendo

observados casos de lesdies confluentes ou necrose hepatica macica. Tais casos ocorrem nos
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modelos animais de hepatotoxicidade causada pelo halotano (BROWN JR, 1588), ou
quando doses toxicas de paracetamol sfo utilizadas, levando muitas vezes a faléncia
hepatica fulminante, em que o transplante de figado é indicado (TOLEDO & BORGES,
1992).

O potencial hepatotéxico de certos halogenados é um fato incontestavel. Ha
especulagbes de que teagdes hepéticas leves causadas pelo halotano possam comumente
ocorrer durante a anestesia, no entanto, estas reagdes sio efémeras, nfo letais e sem
significado clinico importante. O isoflurano parece apresentar potencial hepatotéxico muito
menor que o do halotano, Apesar de existirem fortes indicios de que estas drogas possam
realmente causar certos tipos de alteragBes, a incidéncia de reagBes hepdticas severas,
causadas por estes agentes, € baixa (BROWN JR, 1988).

Os efeitos dos anestésicos volateis na funcio metabblica tém sido estudados
para apreciar suas relagdes com o “clearance” de drogas concomitantemente administradas.
Segundo alguns autores, estes anestésicos inibem a biotransformacio de drogas por efeitos
diretos no citocromo P-450 ¢ na glicuronidagio, prejudicando o metabolismo de vérias
drogas (BROWN IR, 1971, 1972; GHONEIM, et al,1975; REILLY ef al., 1985; MAZE,
1990). FISEROVA-BERGEROVA (1984) demonstrou que alguns anestésicos volateis
podem inibir o metabolismo de outros anestésicos volateis. Em seu estudo, o isoflurano

alterou o metaholismo do halotano.

Segundo WOOD & WOOD (1984), os anestésicos voldteis podem influenciar a
hiodisponibilidade de drogas através de alteragdes na distribuicfic das mesmas, no fluxo

sanguineo hepdtico ou na capacidade hepética de metaboliza-las.

As respostas do sistema cardiovascular aos anestésicos volateis incluem
alteragdes hemodinamicas, tais como vasodilatagdo, hipotensio arterial e diminuigdo do
débito cardiaco, que podem modificar o fluxo sanguineo para os diversos oOrgéos.
CRAWFORD ef al. (19925, b) realizaram estudos em ratos anestesiados com halotano ¢
sevofluranc em ventilagio espontdnea, tendoc observado que o fluxo sanguineo hepatico

total diminuiu somente com o halotano. Os ratos anestesiados com este agente anestésico
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também apresentaram alteracBes hemodindmicas, que se traduziram em diminuigdo do

indice cardiaco ¢ da pressio arterial sistémica, O mesmo nfio ocorren com ¢ sevofiurano.

De acordo com GELMAN et al. (1984a), o isoflurano, assim como o halotano,
diminui o fluxo sanguineo portal, mas o fluxo sanguinco hepético total ¢ methor mantido
durante anestesia com este agente anestésico que com halotano. Estudos em diferentes
modelos animais relatam que o isoflurano nfio provoca efeitos deletérios na circulagiio
hepdtica (GELMAN et al., 1984; HURSH ef al, 1987, BERNARD e al., 1992). A
disfungio hepética discreta associada ao isoflurano reflete, mmito provavelmente, as
alteragbes na liberagio de O, hepético, resultando em oxigenagio inadequada do hepatéeito
(STOELTING, 1997).

No presente estudo, utilizou-se paracetamol apés anestesia com halotano,
soflurano e sevoflurano (G4, G5 e G6, respectivamente). A sua concentracfio plasmatica
foi dosada 60 minutos apds a administragfio do mesmo, sendo comparada com a do grupo
em que o paracetamol foi utilizado isoladamente {G7). Ocorreu aumento da concentragfio
plasmatica de paracetamol nos grupos em que ele foi utilizado apds halotano ou isoflurano
(G4 e G5). Estes dois grupos foram semelhantes entre si ¢ significativamente diferentes de

(6 {sevoflurano e paracetamol).

Os resultados obtidos com a presenie pesquisa vio de encontro aos de WOOD
& WOOD (1984), os guais demonstraram que o halotano ¢ o isoflurano podem reduzir a
eliminacio de drogas no periodo pos-operatdrio. Estudo realizado por MURRAY ef gl
(1992) comprovou que a angstesia prolongada, tanto com halotano como com isoflurano,
reduz o “clearance” de indocianina verde. AUNE et al (1983) estudaram o efeito do
halotano na cinética do paracetamol em hepatocitos isolados de ratos, demonstrando haver

uma diminuicdo do metabolisro desta droga.

O paracetamol € uma droga cuja absorgio depende do tempo de esvaziamento
gastrico (GOLDFRANK er al., 1990). Por essa razfio, a associagio com firmacos que
prolongam esse esvaziamento pode retardar sua absor¢do e, consequentemente, seu pico de

concentraciio plasmética (DENSON & KATZ, 1954). Em Anestesiologia, as unicas drogas
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que, comprovadamente, refardam ¢ esvaziamento gastrico s&0 o5 opidides, que nfo foram
atilizados em nosso estudo (MORGAN, 1984; NIMMO, 1984, 1989, 1990).

[hurante exposicio 2 um agente anestésics volatil, a manutenglo da liberaglio de
oxigénio hepético em relagio i demanda é muito importante, pois a oxigenagho
hepatocitica inadequada pode ser o principal mecanismo responsével pela distunglo
hepatica, discreta e transitoria, que freqiientemente acompanha a anestesia € a cirurgia.
Qualguer anestésico que diminua a ventilacdo alveolar e/ou diminua o fluxo sanguineo
hepitico pode interferir com a owigenaglo do hepatGeito, causando alteraghes na
biodisponibilidade e no “clearance” hepatico de drogas (WOOD & WOOD, 1984,
STEVENS & KINGSTON, 1996, FRINK, 1995, STEFFEY, 1996; STOELTING, 1997},

O scometimento hepatico, observado neste estudo, traduziu-se em alieragOes
enzimaticas e histologicas discretas, ocorridas principalmente nos grupos em que halotano e
‘sofiurano foram associados ao paracetamol Nestes mesmos grupos também houve
aumento da concentracio plasméatica de paracetamol. Apesar da associagdo de sevoflurano
e paracetamol ter aumentado discretamente a concentracio plasmética deste Gltimo, tal

alteragio ndo teve significado estatistico.

O sevoflurano promove menores alteragfes hemodindmicas que 05 OULFOS
halogenados (EBERT, HARKIN, MUZIL 1995) ¢ causa minimas modificagles no fluxo
sanguineo hepatico (CRAWFORD et al., 1992a, b). Estas podem ser as razbes pelas quais
este anestésico, quando utilizado isoladamente ou e associaciio com paracetamol, ndo
produza alteragbes enzimaticas e histologicas significantes, nem modifique a concentrago

plasmatica de paracetamol.
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7.1, ASSOCIACAO DE HALOTANO E PARACETAMOL:

Aumentou a aspartste aminotransferase e & alanina aminotransferase, ndo
alterando a fosfatase alcalina. O aumento da gama-glitamiltransferase, observado neste

grupo, foi devido ao efeito isolado do halotano, ¢ nfio pela associaglio com o paracetamol,

Nio surmenton a necrose, nem a reacdo inflamatéria portal O sumento da
vacuolizacio citoplasmatica observado foi devido ao efeito iselado do halotano, e nfio pela
associagho com o paracetamol. Aumentou a congestdo, a reaglo inflamatéria lobular ¢ a

concentragfio plasmética de paracetamol.

7.2. ASSOCIACAO DE ISOFLURANO E PARACETAMOL:

Aumentou a alanina aminotransferase, nfio alterando a fosfatase alcalina. O
aumento da aspartato aminotransferase ¢ da gama-glutamiltransferase observado, foi devido

ao efeito solado do isoflurano, € nfio pela associagho com o paracetamol.

Nio sumentou g necrose, & reaglio inflamatéria lobular € a reagfio inflamatéria
portal, mas aumentou a congestéio. O awmento da vacuolizagdo citoplasmatica observado,

fo1 devido ao efeito isolado do isoflurano, e nfio pela associago com o paracetamol.

Anmentou a concentraco plasmitica de paracetamol.

7.3. ASSOCIACAO DE SEVOFLURANO E PARACETAMOL:
Nfio alterou as enzimas estudadas.

Nao aumentou a necrose, a reagho inflamatéria lobular e a reagio inflamatdria
portal, mas aumentou a congestdo. O aumento da vacuolizagfo citoplasmética observado,

foi devido ao efeito isolado do sevoflurano, e niio pela associago com ¢ paracetamol.

Nao alterou a concentracio plasmatica de paracetamol.
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Large doses of paracetamol can cause hepatic toxic effects. Volatile anesthetics

can also cause hepatotoxicity directly or through their metabolites.

In this study, we have tried to evaluate the effects of the association of volatile
anesthetics, halothane, isoflurane and sevoflurane with paracetamol, in rats which were not

submitted to hypoxia and remained with spontaneous ventilation.

Ninety four adult male Wistar rats, weighing 260 - 290 g, were used. Thirty
gight of them were used {o estabilish reference values and intervals, The rest was divided

into seven groups with eight rats each one.

In groups one, two and three the rats were anesthetized one hour a day, for five
consecutive days with one MAC {minimum alveolar concentration) of halothane, isoflurane

and sevoflurane, respectively, vaporized in one hundred per cent oxygen.

In groups four, five and gix, after one hour a day of anesthesia with halothane,
isoflurane and sevoflurane {1 MAC), respectively, paracetamol (500 mg/Kg) was

administered with a stomach tube, for five consecutive days.

In group seven, only paracetamol was administered (500 mg/kg) with a

stomach tube for five consecutive days.

On the fifth day, after the normal daily {reatment, the rats were anesthetized
with thiopental sodium (20 mg/kg, intravenously). After laparotomy, three muliliters of
bload were collected from the sorta, for enzymatic (aspartate aminotransferase - AST |
alanine aminotransferase - ALT, alkaline phosphatase ~ AP and gamma-glutamyltransterase
- GGT) and paracetamol plasmatic doses. Then, the histological study was done.

The clinical analyses of the resulis, showed the ocurrence of isolated enzymatic
alterations in all the groups, when the reference intervals were used as parameters. There
was an increase in AST in groups one, two, four and five. In the same groups, GGT
increased to the superior limit of the reference interval. ALT increased in groups four, five
and seven, but AP did not alter. Statistically, the association of halothane and paracetamol
increased the AST and ALT, but did not alter alkaline phosphatase. There was an increase
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in GGT due to the effect of just halothane. There was no increase of necrosis and portal
inflammatory reaction. The increase of vacuolation was due to the effect of just halothane.
There was also an increase in the congestion, lobular inflammatory reaction and in the

paracetamo! plasmatic concentration.

The association of isoflurane and paracetamol increased ALT, but did not alter
alkaline phosphatase. There was an increase in AST and in GGT due to the effeet of only
isoflurane. There was no inerease of necrosis, lobular and portal inflammatory reactions.
However, there was an increase of the vacuolation due to the effect of isoflurane. An

increase of congestion and in the plasmatic concentration of paracetamol was observed.

The association of sevoflurane and paracetamol caused no alteration in any of
the enzymes studied. Nor was there any increase in necrosis, lobular and portal reactions.
The increase in vacuolation was due to the effects of only sevoflurane. There was an

increase of the congestion, but the paracetamol plasmatic concentration did not alter.
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Tabela 1: Valores médios e respectivos desvios padrées do peso dos ratos,

SXPressos em gramas.

T e o
G2 21246+ 6,76
G3 271,97 £ 6,63
G4 276,17+ 4,30
G5 275,77+ 9,23
G6 275,44£7,00
G7 274,40+ 6,04
VRL 276,85 £5,09

VRI~ valores de referéncia Iaboratoriais.

X = média.

DP = desvio padréo.
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Tabela 2: Valores médios e respectivos desvios padrdes, expressos em °C, das
temperaturas dos ratos e do recipiente nos grupos 1 (halotano), 2 (isofluranc), 3
(sevoflurano), 4 (halotano e paracetamol), 5 (isoflurano e paracetamol) ¢ 6

{sevoflurano e paracetamol).

N T° T® ratos T° recipiente
e p{m
Gl | 3710508 27,80 0,27
G2 36,80+ 0,57 27,40 + 0,22
G3 37,00 + 0,50 27,30 40,67
G4 37,30 0,45 27,60 + 0,42
Gs 37,00 + 0,50 27,40 + 0,42
G6 37,20 + 0,45 27,20 + 0,45

T° = temperatura.
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Tabela 3: Valores de referéneia laboratoriais individuais das variaveis

bioquimicas AST, ALT, FA e GGT, expressos em U/L.

T VARIAVETS |  AST ALT Fa GGT

RATOS -
1 95 4z 28¢ 1
2 29 47 388 1
3 4] 2 321 1
4 106 47 371 1
5 80 48 375 1
& 71 49 379 1
7 89 51 309 i1
8 73 46 309 1
3 88 43 351 1
ig 100 45 324 3
11 89 51 362 1
12 80 43 390 it
13 65 50 387 1
14 59 43 394 1
15 73 44 317 1
16 52 51 287 o
17 100 50 370 1
18 39 a4 385 1
19 84 42 273 0
20 84 4% 373 1
21 87 50 330 0
22 72 40 370 1
23 89 50 330 1
Z4 EX] 52 360 G
25 82 40 382 1
26 84 4z 351 1
27 81 45 300 1
28 g5 43 370 1
29 87 50 372 0
30 86 47 362 1
31 75 50 375 1
iz 82 47 324 1
33 83 49 367 1
34 79 54 319 0
35 80 52 273 0
36 77 52 353 1
37 78 34 373 1
38 82 54 36 1
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Tabela 4: Valores médios + 1 ¢ 2 DP dos valores de referéncia laboratoriais

das varidveis bioquimicas AST, ALT, FA, GGT e respectivos intervalos de

referéneia laboratoriais, Os resultados sfio expressos em U/L.

. VRUIRL| VRL (X+ DP) |VRL (X + 2 DP) IRL
Varidveis .
AST 84,68+9,27 | 84,68+ 18,54 66 — 103
ALT 47,18 £4,31 47,18 £ 8,62 38 - 56
FA 348,28 +35,50 | 348,28 + 71,00 277 ~ 419
GGT 0,79 + 0,41 0,79 % 0,82 0-2

VRL = valores de referéncia laboratoriais.

IR = mtervalos de referéneia laboratoriais.

DP = desvio padrio,
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Tabela 5: Valores individuais, respectivas médias e desvios padrdes das

varidveis bioquimicas AST, ALT, FA e GGT do grupo 1 (halotano). Os

resultados sfo expressos em U/L.

- VARIAVEIS|  AST ALT FA GGT

RATOS
S = e 5
5 96 46 472 2
5 93 49 382 2
) 9 50 425 2
5 108 63 367 2
6 132 58 373 3
7 11 56 365 2
g 104 53 439 :

X+DP [106,50%13,01 |53,62£5,42|393,6247,58 | 2250046

X = média.

DP = desvio padriio.
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Tabela 6: Valores individuais, respectivas médias e desvios padrdes das

varidveis bioquimicas AST ALT, FA e GGT do grupo 2 (isoflurano). Os

resultados sfio expressos em U/L.

- VARIAVEIS|  AST ALT FA GGT

RATOS
I BT %2 403 2
2 13 48 357 2
3 124 45 422 !
4 19 50 372 2
5 109 54 471 2
6 133 42 333 2
7 136 62 432 3
8 110 59 478 3

X+ DP 119,12+10,87 151,50+6,76 | 408,50+£52,35 | 2,130,64

X = média.

DP = desvio padrio.

#0
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Tabela 7: Valores individuais, respectivas médias e desvios padrBes das
varidveis bioquimicas AST, ALT, FA e GGT do grupo 3 (sevoflurano).Os

resultados sfo expressos em UJ/L.

" VARIAVES| AST | ALT FA GGT
RATOS
e 53 397 i
2 86 52 300 !
3 03 27 343 0
4 9 27 345 0
5 124 66 344 ]
6 119 65 364 !
7 88 55 336 1
5 9% 68 339 I
X+DP  [9700£17,3751,62416,39 | 346,00427.27 | 0.7520.45

DP = desvio padrio.
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Tabela 8: Valores individuais, respectivas médias ¢ desvios padres das

varidveis bioquimicas AST, ALT, FA e GGT do grupe 4 (halotano ¢

paracetamol). Os resultados s3o expressos em /L.

. _VARIAVEIS|  AST ALT FA GGT
ATOR ™
. 104 55 359 2
2 161 71 304 2
3 137 60 271 2
4 112 70 460 2
5 135 69 337 2
6 11 81 446 2
7 121 62 309 2
8 101 99 320 2
X+ DP 122,75420,35|70,87+13,87|350,75468,14| 2
X = média

DP = desvio padréo.
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Tabela 9: Valores individuais, respectivas médias e desvios padrées das
variaveis bioguimicas AST, ALT, FA ¢ GGT do grupo 5 (isoflurano e

paracetamol). Os resultados sio expressos em U/L.

.. VARIAVEIS AST ALT FA GGT

.
1 136 78 325 i
2 100 63 294 1
3 94 53 536 2
4 111 70 360 2
5 90 58 344 2
6 119 74 364 2
7 180 49 314 2
8 93 52 278 2

X +DP 115,37£30,41 | 62,12410,89 |351,87480,30] 1,75+0.46

X = média.
DP = desvio padriio.
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Tabela 10: Valores individuais, respectivas médias e desvios padrdes das
varidveis bioquimicas do grupo 6 (sevoflurano e paracetamol). Os resultados

sdo expressos em U/L,

" _VARIAVEIS| AST ALT FA GGT
.
i 100 53 368 1
2 100 49 443 1
3 111 65 359 1
4 101 50 249 1
5 96 49 367 1
6 92 41 413 1
7 87 40 365 1
8 80 56 443 1
X+ DP 95,8749,52 | 50,37+8,03 |375,87462,14 1
X = média.

DP = desvio padrio.
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Tabela 11: Valores individuais, respectivas médias ¢ desvios padrbes das

varidveis biogquimicas AST, ALT, FA e GGT do grupo 7 (paracetamol). Os

resultados sfio expressos em U/L,

_VARIAVEIS|  AST ALT FA - GGT
ATOS
1 108 56 303 0
2 119 49 347 0
3 107 64 346 1
4 89 62 332 1
5 89 57 372 1
6 100 54 311 1
7 103 62 396 1
8 99 51 313 i
X + DP 100,62+10,84 | 56,88+5,46 |340,0032,18} 0,75+0,46
X = média.

DP = desvio padrio.
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Tabela 12: Valores de p do teste t de Student, obtidos de comparagdes entre

as variaveis bioquimicas dos grupos estudados.

T VARIAVEIS|AST  |ALT FA GGT
GRUPOS

Glvs G2 0053 10499 0561 |0,661

G1 vs G3 0235  |0,7479  |0,561  |0,00001%
Gl vs G4 0077  lo00s¢ 0,166  |0,148
Gl vs G7 0342|0252 |0,019% | 0,00001*
G2 vs G3 0,008% (0984  |0,009%  |0,0002%
G2 vs G5 0747 0,034+ 0,116  |0,201

G2 vs G 0.004* [002  |0,007¢  |0,0002%
G3 vs G6 0874 |0849  [0233  |0,148
G3 vs G7 0,624 0404  |0693 |1

G4 vs G5 0577 0182 (0976  |0,148
G4 vs G6 0,004 |0002¢ 0453 | 0,0004%
Gavs G7 0016 |0018%  [0,692  |0,000002*
GS vs G6 0105  |0027% 0514 |0,0004*
G5 vs G7 0217 0243|0703 |0,0007*
G6 vs G7 0367 loo7e  |og69 (0,148

* 5 < §,05

V& VEFSTUS.

G = (rupos
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Tabela 13: Valores individuais, respectivas médias e desvios padrBes das
concentragbes plasmaticas de paracetamol dos grupos 4 (halotano ¢
paracetamol), 5 {(isoflurano e paracetamol), 6 (sevoflurano e paracetamol) e 7

(paracetamol). Os resultados sfo expressos em ug/ml.

T . Grupos G4 G5 (& G7

Rams
B ERY 191,72 183,65 157,42
2 213,80 242,39 152,56 168,98
3 220,67 221,54 17132 168,34
4 197,08 202,30 185,18 160,06
5 233,93 209,82 183,72 142,83
6 176,43 201,83 181,73 152,06
7 183,71 182,36 179,78 157,37
g 198,75 188,00 167,14 153,84

K 1DP | 206,56 £ 20,86 | 204,99 £ 19,60 | 175,63 £ 11,33 | 157,61 £ 8,57

X =média.
DP = desvio padro.
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Tabels 14: Freqiiéncia, em valores percentuais (%), do grau de necrose e

nimero de animais correspondente, em cada grupo.

. Graude|  Ausente Leve Moderado Intenso
o Neerose/ g % |N % | N % | N %%
Grupes -
Gi |- T2 500 | 4 50,0 | - i
G2 2 250 | 6 75,0 - - - -
G3 - - 8 100,0 - - ~ -
G4 2 250 1 4 50,0 2 250 | - -
GS 2 25016 75,0 - - - -
Go6 3 37515 62,5 - - - -
G7 3 37,5135 62,5 - - - -

N = nmero de ratos.

- = guséncia.
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Tabela 15: Frequéncia, em valores percentuais (%), do grau de vacuolizacdo

citoplasmética e nimero de animais correspondente, em cada grupo.

. GraudeVC)  Ausente Leve Mederado Intenso

Grﬁpﬂs N % | N 9% | N ST o,
ai | - 17 s1s 1 125 - i
G2 1 125 | 6 750 1 1251 - -
G3 3 37,5 1 3 3751 2 2501 - -
G4 3 315 | - . 5 02,51 - -
G5 3 375 | 4 50,0 1 12,5} - -
Gb 2 250 | 2 25,0 4 56,0 - -
G7 7 875 | 1 12,54 - - |- -

N = nmero de ratos.

- = guséncia.

VC = vacuolizagio citoplasmatica.

Angxos
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Tabela 16: Frequéncia, em valores percentuais (%), do grau de congestdo ¢

nimero de animais correspondente, em cada grupo.

_ Graude|  Ausente Leve Moderado Intenso
congestio|y % | N % | N % | N %
Grupes
TR 12517  81.5]- B i
G2 & 75,0 12 25,0 | - - - -
33 5 62,5 | 3 37,5 | - _ ] A
G4 - - 13 37,515 62,5 - -
G5 - - 16 75,0 12 2501 - .
G6 - - 16 75,0 12 250 - -
7 3 37,5 | 4 5001 1 12,5 - -

N = niimero de ratos.

- = guséncia.
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Tabela 17: Frequéncia, em valores percentuais (%), do grau de reagdo

inflamatéria lobular e nimero de animais correspondente, em cada grupo.

., G de| Ausente Leve Moderado Intenso
R % N % |N % | N %

Grupos .
T s 1000 - o :
G2 2 25,016 75,0 - - - -
G3 2 25016 75,0 | - - - -
G4 - - 13 37513 62,51 - -
G5 3 37,515 62,5 | - - |- -
G6 3 37,515 62,5 | - - - -
G7 3 37,55 62,5 | - - |- -

RIL = reac#io inflamatdria lobular.
N = nimero de ratos.

- = guséncia.
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Tabela 18: Frequéncia, em valores percentuais (%), do grau de reagio

inflamatéria portal ¢ mimero de animais correspondente, em cada grupo.

Grau de Ausente Leve Moderado Intenso
. RPN % | N % |N % | N %
Grupos

Gi |5 625 |3 375 |- - - :
G2 7 87,5 | 1 12,5 |- - |- -
G3 6 75,0 12 250 | - - - -
G4 5 62,5 |3 375 |- - |- -
GS 8 100,6 | - - - - - -
G6 8 160,0 | - - - - - -
G7 7 87,5 i1 12,5 | - - - -

RIP = reagio inflamatdria portal.
N = mimero de ratos.

- = guséncia.
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Tabela 19: Valores de p do teste de Wilcoxon, obtidos de comparagdes entre

as variaveis histolégicas dos grupos estudados.

Tipo de| Neerose |VC Congest. |RIL |RIP
amnmmento

(rupos
Glvs G2 0017|0643 |0017%  [0,170 0,294
G1vs G3 0,030¢ |0465 (0,052 10,170 |0,647
Gl vs G4 0183 [0571  |0,009%  |0,010% |10
Gl vs G7 0,012* |0,001% |0,605  |0,074 |0,294
G2 vs G3 0170|0725 |0647 |10 |0,587
G2 vs G5 10 l0427 o003+  |0647 0381
G2 vs GT 0647 |0,004* 0135 10,647 |10
G3 vs G6 0074 (0403 |0,008¢ 0,647 [0,170
G3 vs G7 0,074 8,044* (0,288 0,647 {0,587
G4 vs G5 0502 0288 |0,160  |0,006% 0,074
G4 vs G6 0316 10953 |0,160  |6,006% 0,074
Gdvs GT 0316 |0026% (0,002¢  |0,006% 0,294
G5 vs G6 0647 10242 |10 10 1,0
G5 vs G7 0647 [0049% [0,128 |10 |0381
G6 vs G7 10 oot (og28 L0 |038)
p<86,05
g = YErsus.

(G = Grupos
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